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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 
IX. Die Verteilung des Pepsins in der Schleimhaut des Schweinemagens. 


Von 
Heinz Holter und K. Linderstrem-Lang. 
Mit 24 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1934.) 





I. Einleitung. 


Als Objekt fiir die in dieser Untersuchungsreihe zu _ be- 
schreibende histochemische Durchforschung eines enzymsezer- 
nierenden Organes ist die Schleimhaut des Schweinemagens be- 
sonders geeignet. Die drei typischen, durch den Bau ihrer Driisen 
yoneinander unterschiedenen Magenregionen Cardia, Fundus und 
Pylorus stellen wohldefinierte und recht scharf begrenzte Schleim- 
hautgebiete dar und die Dicke der Schleimhaut und deren 
sonstige Kigenschaften eignen sich besonders bei den letzteren 


izwei Regionen fiir Reihenbestimmungen der sogleich zu_be- 


sprechenden Art. 

Die enzymatische Wirksamkeit der einzelnen Schleimhaut- 
regionen ist, wie wir von friiheren Bearbeitungen*) her wissen, 
verschieden. Pepsin und Salzsiure werden zum weitaus iiber- 
wiegenden Teil von der Fundusschleimhaut sezerniert. Die 
sekretorischen Elemente dieses Gebietes, die Fundusdriisen, sind 
im wesentlichen aufgebaut aus Oberflichenepithelzellen, Deck- 
zellen und Hauptzellen. Diese drei Zellarten werden als Trager 
der gesamten sekretorischen Funktion der Fundusschleimhaut 
betrachtet, wobei man annimmt, da8 die Hauptzellen das Pepsin, 
die Deckzellen die Salzsiure sezernieren. 

Die enzymatische Durcharbeitung der feineren Schleimhaut- 
struktur hat nur dann Aussicht auf Erfolg, wenn das Objekt die 





*) Die hier zu beriicksichtigende Literatur wird, um Wiederholungen 
zu vermeiden, gemeinsam mit der histologischen in der zusammenfassenden 
XIII, Abhandlung dieser Reihe besprochen werden. Diese Z. 227, 1 (1934). 
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Entnahme von Proben erlaubt, die einerseits enzymhaltig genuy J 
sind, um den Anforderungen unserer Methode zu geniigen, und grof F- 
genug, um Reihenuntersuchungen technisch bequem zu gestalten, F 
andererseits histologisch einigermaBen homogen und charakteristisch f 


sind. Das zu untersuchende Gewebsstiick darf also, wenn die 


Enzymaktivitit der verschiedenen Zelltypen getrennt untersucht § 


werden soll, diese Zelltypen nicht regellos oder gleichmaBig ver. 


teilt enthalten, sondern muf in Zonen gegliedert sein, in denen f 
jeweils eine Zellart vorherrscht. — Beides trifft fiir die Schleim. F — 


haut des Schweinemagens zu. 


Die Anordnung der drei erwihnten Zellarten lings de f 
Fundusdriisenschlauche ist in groben Ziigen die, dab unter de fF 
Zone der Oberflichenepithelzellen eine Zone folgt, in der die F 
Deckzellen iiberwiegen. Darunter wiederum liegt die die Haupt. F - 
masse der eigentlichen Schleimhaut darstellende breite Zone der f 
iiberwiegenden Hauptzellen und als Unterlage endlich eine diinne F 
Muskelschicht (muscularis mucosae), die an die eigentliche mus- fF 
kulése Magenwand grenzt. Ahnlich geschichtet, doch teilweise f_ 
aus anderen Zellarten aufgebaut, ist die Schleimhaut der iibrigen f — 


Teile des Magens. 


Diese Darstellung ist schematisch, trifft aber im ganzen zu, 
und wird hier gegeben, um das Verstiindnis der Problemstellung § ~ 
und der gewahlten Methodik zu erleichtern; im einzelnen f 
variieren die Verhiltnisse, die relative Dicke der Schichten, deren 
Durchdringung in mehr oder weniger gemischten Grenzbezirken usv. F ~ 
Kine griindlichere Beschreibung dieser Verhiltnisse findet sich F- 


in der XIII. Abhandlung dieser Reihe. 


Wir geben in der vorliegenden Arbeit die Resultate von F- 
Bestimmungen der peptischen Aktivitat der Schleimhaut der x 
verschiedenen Magenpartien. Auch eine einzelne Bestimmung J 
der Proteinaseaktivitat des Duodenums ist zu Vergleichszweckeu § 


mit aufgenommen worden. Was die Variation der Pepsinaktivitit 
parallel mit der Schleimhautoberfliche betrifft, so haben wir ws 
auf die Untersuchung von Schleimhautproben beschrankt, de 
mit Sicherheit typischen Gebieten der erwihnten drei Maget- 
regionen entstammten, und haben alle Ubergangszonen vermieden. 
Unser Hauptinteresse galt der Variation der Pepsinaktivitit 
normal auf die Oberflache, da die oben kurz beschriebene At 
ordnung der Zellen in Schichten uns hoffen lieB, die Pepsit- 
aktivitat eindeutig in einzelnen Zellarten lokalisieren zu kénnel. 
Wieweit diese Hoffnung berechtigt war, wird aus der XIII. Ab 
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| : handlung dieser Reihe hervorgehen, in der die histologischen 
' Schliisse aus den Resultaten dieser und der folgenden, mit anderen 
3 typischen Bestandteilen der Verdauungssekrete (Salzsiure, Pepti- 


dase, Esterase) sich befassenden Abhandlungen gezogen werden 
sollen. — Vorlaufig gilt die Untersuchung einfach der riumlichen 


: Verteilung des Pepsins in der Schleimhaut von der inneren Magen- 


ae 


oberfliche bis zur muscularis mucosae, sowie der enzymchemischen 


' Sicherung und Kontrolle dieser Versuchsergebnisse. 


II. Probenahme. 


Folgendes Verfahren hat sich als geeignet erwiesen: 


Die Schweinemagen wurden unmittelbar nach der Schlachtung ent- 
nommen, an den Miindungen der Speiserdéhre und des Darmes abgebunden, 
in Eis transportiert und aufbewahrt. Nie spiiter als 8 Stunden nach der 
Schlachtung wurden sie gedffnet, die gewiinschten Schleimhautstiicke 
herausgeschnitten, durch ganz kurzes Spiilen oder, wenn médglich, auch 
nur durch Abstreichen mit dem Finger von Futterresten befreit, sodann 
die Schleimhaut von der Muskelschicht abgelést, mit der gegen das Magen- 
lumen gewendeten Fliche nach unten auf glattem Papier ausgebreitet und 
so bei — 10° in verschlossenen GefiBen aufbewahrt. Bei dieser Temperatur 
gefriert die Schleimhaut und nimmt eine Konsistenz an, die es erméglicht, 
mit einem geschirften, diinnwandigen Metallrohr diinne Zylinder (2,5 mm 
Durchmesser) auszustanzen. Diinnwandig und von genau zylindrischem 
Lumen mu8 das Rohr sein, um Verlagerungen des Gewebes beim Stanzen 
zu vermeiden (vgl. Bemerkung zu Fig. 8, Abschn. IVC). Die ausgestanzten 
Zylinder werden mit der muskulésen Grundschicht nach unten auf eine 
passende Unterlage gesetzt, wozu sich besonders eine Scheibe der Cardia- 
schleimhaut eignet, oder in Fallen, wo dies untunlich ist, ein Scheibchen 
eben erstarrter Gelatine. Mit dieser Unterlage wird der Zylinder sodann 
auf die Gefrierplatte eines Minot-Mikrotomes gebracht, normal auf das 
Messer orientiert und mit Kohlendioxyd festgefroren. Die Hohe des Zylinders 
ist gleich der Schleimhautdicke, welche in den verschiedenen Teilen des 
Magens, sowie von Tier zu Tier variiert; diinner als 1 mm und dicker als 
3,6 mm haben wir sie nie angetroffen. 

Die Dicke der einzelnen Schnitte variierte bei unseren Versuchen 
von 10—25 u. Das Schneiden erfordert einige Ubung, um gleiche Schnitt- 
dicke zu wahren, die bei derartigen Versuchen unbedingt erforderlich ist. 
Wir haben uns méglichster GleichmiBigkeit bei den einzelnen Handgriffen 
befleiBigt und grundsiitzlich alle unnormalen Schnitte verworfen. Der 
Vorgang der Kiihlung, der vor dem Schneiden der zum Enzymversuch 
bestimmten Schnitte stets wiederholt wurde, kann mechanisch (im Mikro- 


| ‘omgetriebe) oder durch Zusammenziehen der gekiihlten Metallteile und 
| des Gewebes die Dicke des ersten darauf folgenden Schnittes beeinflussen. 
_ Wir haben daher auch diesen Schnitt stets verworfen und erst den nichst- 
_ folgenden zur Untersuchung beniitzt. Wurden mehrere Schnitte zu jeder 
’ Einzelbestimmung verwendet, so wurden sie stets unmittelbar nacheinander, 
| ohne Zwischenkiihlung angefertigt. 


ing 
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Unmittelbar nach dem Schneiden werden die Schnitte mit einer feiney 
Glasnadel (oder bei lockeren Gewebepartien mit einem etwa 2 qmm grofey 
Stiickchen Filtrierpapier) vom Messer in das bereitstehende Mikroreaktions. 
gefiB') iiberfiihrt, das einen 7 cmm [Pipette 1')] groBen Tropfen 30°, igey 
Glycerins enthilt. 

Nicht alle Schleimhautschichten schneiden sich gleich gut. Besonder; 
die allerersten Oberflichenschnitte, die locker und wiBrig sind, sowie die 
letzten Schnitte im Gebiete der faserigen muscularis mucosae machen bis. 
weilen Schwierigkeiten. 


III. Pepsinbestimmung. 


Die Ausfithrung der Pepsinbestimmungen geschah im wesentlichen 
nach dem in *) beschriebenen Verfahren. Als Substrat diente eine 4°), ige 
Lésung von Edestin ohne Zusatz fremder Puffer, mit Salzsiure eingestellt 
auf ein px von 2,1 (0,056 n an HCl) bzw. bei einigen Versuchen p,, 3,3 
(0,028 n an HCl) und 4,4 (0,008 n an HCl). Die in Glycerin iiberfihrten 
Schnitte wurden nach 1—2stiindigem Stehenlassen (iiber den Einflu8 der 
Dauer dieses Stehens vgl. Abschn. 1VB) mit einem dem Glycerinvolumen 
gleichen Volumen des Substrates vereinigt (Pipette 1), vermischt (vgl. } 
und die gewiinschte Reaktionszeit im Thermostaten bei 40° gehalten, 
Sistiert wurde mit 90°/,igem Aceton, zugesetzt in den (pq-abhingigen) 
Mengen, die die Substratlésung ohne Ausfillung vertrigt. Titration wie in 
(‘) und (*) beschrieben. Als Kontrollen dienten in derselben Weise be- 
handelte Schnitte, nur mit dem Unterschied, daB der die Schnitte ent- 
haltende Glycerin- und der Substrattropfen nicht vermischt, sondern an 
verschiedenen Stellen der GefiBwand abgesetzt wurden. Deren Vermischung 
geschah erst bei der Sistierung. Die Titrationswerte der Kontrollen sind 
also ein Ausdruck fiir den Leerwert des Substrates + dem Eigengehalt 
der Schnitte an acetontitrierbaren Stoffen. 


IV. Versuche und Ergebnisse. 


A. Typische Profile. 


Wir geben im folgenden zuerst graphisch die Ergebnisse der 
Pepsinbestimmungen in den einzelnen Schleimhautabschnitten — 
und zwar, dem geschichteten Bau der Schleimhaut entsprechend, 
als Enzymprofil von der inneren Magenoberfliche bis zur muscularis 
mucosae — in ausgewdhlten Beispielen, da das Verstandnis der 
spiter beschriebenen Versuche durch die Kenntnis der Enzyn- 
verteilungsverhiltnisse erleichtert wird. 

Die Versuchsanordnung war bei diesen Versuchen folgende: Die 
ausgestanzte Siiule der Schleimhaut wurde in Schnitte von 25 u Dicke zer- 
legt. Je zwei benachbarte Schnitte bildeten eine Probe und diese Proben 
wurden in regelmiBigen Abstiinden iiber die ganze Schleimhautdicke ver- 
teilt entnommen. Eine passende Anzahl von Proben dienten als Kontrollen. 
Die Untersuchung der enzymatischen Aktivitit geschah durch 2stiindige 
Verdauung bei py 2,1. 
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Auf den Figuren sind die Abstiinde von der Schleimhautoberfliche 
als Abszissen, die gefundenen Titrationswerte als Ordinaten aufgetragen. 
Das Aktivitatsprofil (stark ausgezogene Kurve) ergibt sich dann als Dif- 
ferenz aus den Kurven der Enzymbestimmungen (oberste Kurve) und der 
Kontrollwerte (unterste Kurve). Diese Differenz wurde graphisch bestimmt. 
Wir machen schon hier darauf aufmerksam, da8 die so gefundenen Pepsin- 
aktivititen kein direktes MaB der in den betreffenden Gewebeproben vor- 
handenen Enzymmengen sind, da die Enzymaktivitit der Enzymkonzentration 
nicht proportional ist. Darauf wird weiter unten (Abschn. IVE) eingegangen 
werden. 

Uber die Art der graphischen Behandlung der direkt gefundenen 
Versuchsresultate ist folgendes zu sagen: Die beiden wesentlichsten Fehler- 
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0,5 1 1,5 0 — 
Abstand von der Schleimhautoberfliche 0,5 1 15 2 2,5 3 
mm Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 1. Fig. 2. 


Fig. 1. Pepsinverteilung in Cardia 10 (16./11. 1983). Demselben Zylinder wurden auch 
Schnitte zur Peptidasebestimmung entnommen (vgl. Fig. 1 in Abhandlung XI dieser Reihe). 
(3 X 15 w-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden). 


Fig. 2. Pepsinverteilung in Fundus 3. (12./10. 1938.) (2 x 25 w-Schnitte, Verdauungszeit 
2 Stunden). 


quellen bei der Enzymbestimmung sind unregelmiBiger Ausfall der Mikrotom- 
schnitte (Mikrotomfehler) und die Fehlerbreite der eigentlichen Bestimmung. 
Die rein chemisch-methodische vereinigte Versuchs- und Titrationsunsicher- 
heit haben wir bei kleinen Spaltungen auf etwa 0,15 cmm veranschlagt. 
Bei gréBeren Spaltungen — im Bereich der maximalen peptischen Aktivi- 
tit — ist die Titrationsunsicherheit infolge des Auftretens von schwachen 
Triibungen im Acetonmedium etwas gréBer, was den prozentischen Fehler- 
anteil an der gemessenen Spaltung aber nicht vergréBert. Der Mikrotom- 
fehler ist sicher die wichtigere Fehlerquelle und wir betrachten ihn als 
die Hauptursache der oft auftretenden Abweichungen von kontinuierlichen 
Enzymverteilungskurven. Man kann indessen nicht jede derartige Ab- 
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weichung ohne weiteres als von Versuchsfehlern herrihrend betrachten, 
da die Méglichkeit plétzlicher Anderungen der Dichte oder des histologischen 
Aufbaues des Gewebes nicht ausgeschlossen ist. Wir sind daher bei der 
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Fig. 3. Pepsinverteilung in Fundus 47 (21./10. 1933). (2 x 25 ~4-Schnitte, Verdauungszeit 
2 Stunden.) 

Fig. 4. Pepsinverteilung in Pylorus 8. (14./10. 1933.). (2 x 25mu-Schnitte, Verdauungszeit 
2 Stunden.) 
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Fig. 5. Pepsinverteilung in Pylorus By (2 X 25 we -Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 

Fig. 6. Pepsinverteilung in Duodenum 9. (11./11. 1933.). Demselben Zylinder wurden 

auch Schnitte zur Peptidasebestimmung entnommen (2 x 15 ) (vgl. Fig. 5 in Abhandlung XI 
dieser Reihe.) (3 x 15 w-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 


Zeichnung der Kurven folgenden Mittelweg gegangen: kleinere Aktivitits- 
schwankungen wurden nur beriicksichtigt, wenn sie entweder durch das 
Auftreten bei mehreren benachbarten Bestimmungen oder dadurch ge- 
sichert waren, daB sie bei verschiedenen, voneinander unabhiingigen Ver- } 
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suchen wiederkehrten. LEinzelne Kurvenpunkte, die stark von ihren 
nichsten Nachbarn abwichen, wurden auf irgendein nicht entdecktes 
methodisches MiBgeschick (falsche Schnittdicke, Verunreinigung der Reak- 
tionsgefaBe oder dgl.) zuriickgefiihrt und in die Figuren zwar eingezeichnet, 
doch in Klammern gesetzt und nicht beriicksichtigt. Dieser Fall ist jedoch 
iuBerst selten, und es hat sich herausgestellt (vgl. Abh. XIII), daB Punkte, 
die wir den eben dargestellten Gesichtspunkten zufolge vernachlissigt 
hatten, sich bei der histologischen Untersuchung als reell und durch 
Variationen der Gewebsdichte und Zellzahl begriindet erwiesen. 


Die Daten der Einzelversuche sind im Text der Figuren 
zu finden. Die Nummern der einzelnen Magenregionen beziehen 
sich auf das beigefiigte Schema, das iiber die Art der verwendeten 
Magen orientiert. 

Angewendete Magen. 
































Datum , Duo- 
Magen | gor Ent. | Cardia} Fundus | Pylorus | goon Bemerkungen 
Nr. | nahme | Nr. Nr. Nr. Nr. 
1 |21. 9.33 1 
3 4111.10.33 3 3 Sehr junges Schwein, 
Magen leer 
4 19.10.33 41 Iv, VI 41 II,V,VI Altes Schwein 
5 129.10.33 5 5y Junges Schwein, Magen 
stark gefiillt 
9 7.11.33 9 Normales*) Schwein 
10 |18.11.33] 10 Normales Schwein 
i3 116. 1.34 13; my «(418 Erwachsenes Schwein 
14 |16. 1.34] 14 Normales Schwein 


Dariiber hinaus bediirfen die in den Fig. 1—6 wiedergegebenen 
typischen Beispiele fiir Pepsinprofile in den verschiedenen Schleim- 
hautbezirken wohl keiner Erlaiuterung. Wir méchten nur aus- 
driicklich darauf hinweisen, daB das bei der Fundusschleimhaut 
nahe der Oberfliche auftretende Minimum trotz seiner Flachheit 
als reell angesehen werden mu8. Hs tritt fast ausnahmslos in 
allen Fundusversuchen auf und ist im histologischen Bau der 
oberflachennahen Schleimhautschicht begriindet (vgl. dariiber und 
liber die besonderen Verhaltnisse bei Fundus 6 Abh. XIII). 


B. Kontakt zwischen Enzym und Substrat. 


Wir haben wiederholt darauf hingewiesen [**)], da bei 
einer Arbeitsweise von der Art der hier besprochenen eine der 
wichtigsten Aufgaben bei der Sicherung der Versuchsergebnisse 
darin besteht, za untersuchen, ob alles in den Schnitten ent- 


——.———___ 


*) D. h. etwa 70 kg schweres, 6—7 Monate altes Schlachtschwein. 
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haltene Enzym Gelegenheit hatte, mit dem Substrat zu reagierep, 
Wird das Enzym bei der Reaktion aus den Schnitten extrahiert, 
so kann die Extraktion unvollstandig bleiben und im Innere 
der Schnitte befindliche unzugingliche Enzymanteile kénnen dey 
Reaktion entzogen werden. Soll umgekehrt das Substrat an dic 
unextrahierbaren Enzyme herandiffundieren, so werden wiederum 
die Enzymanteile im Inneren der Schnitte am ehesten inaktiy 
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Fig. 7. Kontroliversuch tiber den EinfluB der Schnittdicke und der Einwirkungsdauer von 
30°/,igem Glycerin bei 20° auf die Pepsinaktivitat. (Verdauungszeit 2 Stunden.) 
I Pepsinverteilung in Fundus 137° (24./1. 1984.) 
II Pepsinverteilung in Pylorus 4, (15./11. 1933.) 


A =5x 10,4, 1 Stunde in 30°/, Glycerin. © = 2 X 25, 1 Stunde in 30°/, Glycerin. 
[4] = 2 x 25 mw, 4 Stunden in 30°/, Glycerin. 


Fig. 8. Versuch iiber Aktivierung des Pepsins durch Salzsdure. Fundus 1 (1./10. 1933.) 
@ Normal behandelte Schnitte. A mit n/20-HCl aktivierte Schnitte. 
(40 u-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 


verbleiben. In beiden Fallen sollte eine Aufteilung der Gewebhe- 
proben in dinnere Schnitte gréBere enzymatische Spaltungen 
mit derselben Gewebemenge ergeben. 

Zur Priifung dieser Verhaltnisse haben wir bei je einer 
Schleimhaut aus Fundus und Pylorus abwechselnd Proben von 
2 x 25 w-Schnitten und 5 x 10 w-Schnitten untersucht und 
die dabei erzielten Spaltungen auf denselben Kurven abgesetzt 
(Fig. 7, Kurve I Fundus, Kurve II Pylorus). Wie ‘die Fig. 7 
zeigt, liegen die mit 5 x 10 w-Schnitten erzielten Spaltungen s0 
nahe den anderen, daB, obwohl eine um ganz wenig gréfere 





Al 


ste 


80 








eren, 
hiert, 
eren 

der 
| die 
rum 
uktiy 


mm 


von 





Beitrige zur enzymatischen Histochemie. IX. 157 


Aktivitat der 5 x 10 w-Schnitte angedeutet ist, kein Grund be- 
steht, von der Verwendung von 2 x 25 w-Schnitten abzustehen. 
Die Abweichung ist namentlich beim Fundusversuch gréBer als 
der wahrscheinliche Titrationsfehler. Da aber die Anfertigung 
der 5 X 10 w-Schnitte linger dauert als die der 2 x 25 y-Schnitte, 
so ist es méglich, daB die mit der Erwirmung des Mikrotoms 
verbundene VergréBerung der Schnittdicke den gefundenen Unter- 
schied zumindest teilweise erkliren kann. 

Im gleichen Versuch wurde auch der KinfluB einer verschieden 
langen Behandlung der Schnitte mit 30°/,igem Glycerin gepriift, 
indem die 2 x 25 uw-Proben abwechselnd 1 und 4 Stunden vor 
dem Substratzusatz bei 20° stehen gelassen wurden (Fig. 7). 
Auch der EinfluB dieses Faktors erwies sich, wenn tberhaupt 
vorhanden, als so gering, da8B bei der praktischen Durchfiihrung 
der Versuche davon abgesehen werden konnte. Unsere Schnitt- 
proben haben bei allen anderen Versuchen etwa 1—11/, Stunden 
mit Glycerin gestanden. 

Diese Versuche wurden nur mit Fundus- und Pylorus- 
schleimhaut angestellt, da die peptisch schwach aktive Cardia 
und das Duodenum in diesem Zusammenhang nicht weiter inter- 
essierten. Dagegen haben wir die Versuche durch die ganze 
Dicke der Schleimhaut gefiihrt, da die Méglichkeit vorlag, daB 
etwa der Kontakt zwischen Enzym und Substrat ahnlich wie die 
Enzymaktivitat mit dem histologischen Bau variieren kénnte. 
Diese Befiirchtung traf, wie Fig. 7 zeigt, nicht zu. 


C. Salzsiureaktivierung. 


Langley®) hat in seinen eingehenden Untersuchungen ge- 
zeigt, daB das Pepsin aller Wabrscheinlichkeit nach als Pro- 
pepsin (Pepsinogen) in der Magenschleimhaut vorhanden ist und 
erst durch den Zutritt von Siure zu Pepsin aktiviert wird. 
Obwohl die Aktivierung des Propepsins nach neueren Unter- 
suchungen [Ege und Menck-Thygesen®)] bei einem p,, unter 
3,9 tiberaus rasch verliuft, so daB die Vermischung mit der 
sauren Substratlésung schon im Mischungsaugenblick eine aus- 
reichende Aktivierung des Pepsingehaltes der Schnitte mit sich 
fiihren sollte, (haben wir doch, da die friheren Aktivierungsstudien 
zum Unterschied von unseren Versuchen mit Schleimhaut- 
extrakten ausgefiihrt worden sind, zur AusschlieBung dieser 
Fehlerquelle einen Versuch mit Fundusschleimhaut angestellt, 
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wobei ein Teil der Schnitte vor dem Substratzusatz 2 Stunden lang 


mit neutralem, ein anderer Teil mit n/20-salzsaurem 30°/, igem 
Glycerin behandelt wurde. Nach einigem Stehen wurden beide 
Bestimmungsreihen durch Zusatz passender Substratlésungen 
auf p,, 2,1 eingestellt und die Spaltung wie gewéhnlich bestimmt. 
Der Effekt war, wie Fig. 8 zeigt, negativ, d.h. die einzige Wivr- 
kung der Salzsiurebehandlung war eine geringe Inaktivierung 
des Pepsins der oberen Schleimhautschichten. 

Ubrigens ist zur Fig. 8 zu bemerken, daB der Versuch (als einziger 
aller publizierten Versuche) noch aus einer Periode stammt, in der wir 
mit einem anderen Mikrotom arbeiteten (1 x 40 u-Schnitte). AuBerdem 
haben wir die Schleimhautprobe damals mit einem Rohr ausgestanzt, das 
infolge seines leicht konischen Lumens das Gewebe etwas verlagerte, 
wodurch die charakteristische Form der Funduskurve etwas verzeichnet 
erscheint. Dieser Umstand spielt fiir den Zweck des Siureaktivierungs- 
versuches keine Rolle. 


D. p,-Abhangigkeit der Enzymaktivitat. 


Zur Untersuchung der Frage, ob das bei den Bedingungen 
unserer Versuche wirkende Enzym tatsichlich Pepsin ist (die 
Méglichkeit war ja nicht ohne weiteres auszuschlieBen, daB es 
sich iiberwiegend um ein katheptisches Endoenzym des Schleim- 
hautgewebes handle, das bei p,, 2,1 méglicherweise noch eine 
gewisse Aktivitit entfalten kénnte) haben wir die Aktivitat unserer 
Schnitte gegen dasselbe Substrat bei p,, 2,1, 3,3 und 4,4 ver- 
glichen. 

Zu diesem Zweck durften wir nicht Extrakte aus der Schleimhaut 
verwenden, da wir ja gerade etwaige unextrahierbare Endoenzyme mit zu 
erfassen wiinschten, und konnten daher die bei py-Optimumsbestim- 
mungen so wichtige Bedingung, bei den Parallelbestimmungen genau gleiche 
Enzymmengen anzuwenden, nicht erfiillen. Wir haben uns wiederum in 
der Weise geholfen, da8B wir benachbarte Schnittproben abwechselnd auf 
Edestin von py 2,1 und 3,3 bzw. 4,4 einwirken lieBen, und zwar wiederum 
durch die ganze Dicke der Schleimhaut, um ein etwaiges verschiedenes 
pH-Optimum der Enzyme der verschiedenen Zelltypen nicht zu tibersehen. 
Die Einstellung der Substrate auf das gewiinschte Anfangs-py geschah 
mit HCl [vgl. Abschnitt III und (?)], die Verdauungszeit war in allen Fallen 
2 Stunden bei 40°. 

Die Fig. 9—12 zeigen die Ergebnisse dieser Versuche an 
Fundus- und Pylorusschleimhaut. Man sieht, daB die Aktivitat 
von p,, 2,1—4,4 regelmaBig fallt, wie es der Aktivitaét von Pepsin 
entspricht. Die stark ausgezogenen Aktivititsprofile laufen ein- 
ander innerhalb der Fehlerbreite véllig parallel, woraus wir 
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schlieBen, daB es sich in der ganzen Dicke der Schleimhaut um 
das gleiche Enzym, und zwar Pepsin handelt (vgl. unten). 

Auch die Cardiaschleimhaut wurde in gleicher Weise und 
mit gleichem Resultat untersucht, wie die von Fundus und Pylorus 
(Fig. 13). Die Parallelitit der Aktivititskurven ist hier nicht so 
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Fig. 9. Fig. 10. 


Fig. 9. Pepsinspaltung bei py 2,1 und 3,3. Fundus 4,, (25./1. 1934). Schnitte abwechselnd 
demselben Schleimhautzylinder entnommen. (2 x 25 uw-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 


Fig. 10. Pepsinspaltung bei py 2,1 und 4,4. Fundus 5 (3./11. 1933.) Schnitte abwechselnd 
demselben Schleimhautzylinder entnommen. (2 x 25 u-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 
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Fig. 11. Fig. 12. 
Fig. 11. Pepsinspaltung bei py 2,1 und 3,3. Pylorus 5, (31./10. 1933.) Schnitte abwechselnd 
demselben Schleimhautzylinder entnommen. (2 x 25 u-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 
Fig. 12. Pepsinspaltung bei py 2,1 und 4,4. Pylorus 5y (30./10. 1933.) Schnitte abwechselnd 
demselben Schleimhautzylinder entnommen. (2 x 25 u-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 
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ausgepragt, doch sind die absoluten Spaltungen so gering und da- 
her durch die methodischen Fehler so beeinfluBt, daB wir nicht 
glauben, aus dem Versuch einen Unterschied gegeniiber der Fundus- 
und Pylorusschleimhaut folgern zu diirfen. Das Wesentliche ist, 
da§ auch im Cardiateile bei p,, 3,3 und 4,4 die Spaltung fallt. 
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Fig. 13. Pepsinspaltung bei py 2,1, 3,8 u. 4,4. Cardia 14 (17./1. 1934). Schnitte abwechselnd 
demselben Schleimhautzylinder entnommen. (2 X 25 «-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stunden.) 


Zur Sicherung der Identifizierung des vorliegenden Enzyms 
mit Pepsin haben wir dasselbe Substrat mit kiuflichem Schweine- 
pepsin (Parke-Davis 1:10000) hydrolysiert. Tab. 1 zeigt das Er- 
gebnis dieses Versuches, bei dem wir auch die durch die fort- 
schreitende Spaltung verursachte p,-Verschiebung der Substrat- 
lésungen verfolgt haben. Das Verhiltnis der SpaltungsgréBen bei 
den verschiedenen p,,-Reihen entspricht befriedigend dem an Schleim- 
hautschnitten beobachteten. 

Tabelle 1. 
py-Abhaingigkeit der Pepsinspaltung. 
0,05°/, Parke-Davis ('/,990) in 30°/, Glycerin. Edestin py 2,1, 3,3 und 4,4, 
Gleiche Teile Substrat- und Enzymlésung, als Kontrollen Substrat und 


30°/, Glycerin. Verdauung bei 40°. Alle Werte die Mittel aus 2 Be- 
stimmungen; gréBte Abweichung 0,15 cmm. 



































Zeit in Pu 2,1 Px 3,3 Pr 4,4 

: Spaltun Spaltung | Spaltun 

—— “4 nd Pu a woking | Pu “4 aa PH 
0 0 2,14 0 | 8,27 0 4,30 
1,16 2,38 2,71 1,58 | 3,66 0,38 4,58 
4,4 3,79 2,95 219 | 8,74 0,99 4,59 
9,5 4,42 8,05 286 | 3,76 1,63 4,66 
24,5 5,86 | 3,18 3,86 3,82 2,78 4,74 
58,2 6,98 | 38,27 — ~ _- — 





Substrat px 4,4 war schon nach 9,5 Stunden sehr triibe und inhomogen; 
nach 53,2 Stunden konnte nur noch Substrat py 2,1 titriert werden. 
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Wie man sieht, andert sich das p,, wihrend der Reaktion 
recht betriichtlich, so daB also die angefiihrten p,,-Anfangswerte 
nicht den gesamten Spaltungsverlauf beherrschen. Das spielt in- 
dessen fiir die Messung und Standardisierung der Messung der 
Pepsinaktivitit keine groBe Rolle, so lange die Puffermengen, 
die mit den Schnitten in die Substratlésungen eingefiihrt werden, 
vernachlissigt werden kénnen. Dies ist unserer Meinung nach, 
zumindest fiir p,, 2,1 und 3,3, sicher berechtigt. 


Der Versuch der Tab. 1 wurde angestellt mit einer 0,5°/,igen Lésung 
von Parke-Davis-Pepsin in 30°/, Glycerin. Als Substrate dienten die bei 
den Versuchen mit Schleimhaut verwendeten Liésungen. Je 20 cem Sub- 
strat wurden mit 20 cem Enzymlésung vermischt und je 2 Proben zu 14 cmm 
als Parallelbestimmungen zu den in der Tabelle angegebenen Versuchszeiten 
entnommen, in gewohnlicher Weise sistiert und titriert. Unmittelbar darauf 
wurde py bei 18° mit der Chinhydronelektrode gemessen. 


Wir moéchten ausdriicklich darauf hinweisen, daB keiner der 
zu diesen Versuchen beniitzten Schnitte einer Aktivierung mit 
Salzsiure unterworfen worden war. Wie auf 8. 157 erwihnt, spielt 
dieser Umstand fiir die Spaltungswerte bei p,, 2,1 und 3,3 keine 
Rolle. Dagegen ist es méglich, daB die Spaltung bei p, 4,4 in- 
folge unzureichender Aktivierang von Propepsin zu niedrig aus- 
gefallen ist. DaB wir keine besonderen Versuche hieriiber aus- 
gefiihrt haben, ist teils darin begriindet, daB die p,,-Abhingigkeit 
unserer Schnitte mit der des als voll aktiviert zu betrachtenden 
Parke-Davis-Pepsins so gut iibereinstimmt, wie man es in An- 
betracht der Versuchsschwierigkeiten erwarten konnte, teils darin, 
daB eine durch Saéureaktivierung verursachte VergriéBerung der 
Spaltungswerte bei p,, 4,4 zwar den Fall der Kurve von p,, 3,3 
zu p,, 4,4 etwas verflachen wiirde, andererseits jedoch nur einen 
neuen und, wie uns scheint, iiberfliissigen Beweis dafiir darstellen 
wirde, daB Pepsin in den Schnitten vorhanden ist, indem dieser 
Beweis ja gerade durch die Tatsache des Vorhandenseins von 
siureaktivierbarem Enzym erbracht wire. 


Wir kénnen natiirlich nicht entscheiden, ob sich in der Magen- 
schleimhaut neben Pepsin ein schwach aktives Kathepsin vorfindet, 
dessen Wirksamkeit bei p,, 2,1 und 3,3 durch die starke Pepsin- 
aktivitét verdeckt wiirde, sich jedoch bei p,, 4,4 vielleicht geltend 
machen kénnte. Wir haben eine solche Gewebsproteinase nicht 
zu bestimmen versucht, teils um das Problem zu _ begrenzen, 
teils weil das Magenkathepsin recht wenig bekannt ist. Dessen 
P,-Optimum (im Schweinemagen) soll nach Willstitter und 
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Bamann’) und Willstaétter und Rohewald®) fiir die Spaltung 
der Substrate Gelatine’) und Casein*) bei etwa p, 4—5 liegen. 
Unter Zugrundelegung dieses Befundes ist zu vermuten, daB das 
Optimum bei der Spaltung des mehr basischen Proteins Edestin 
betrichtlich in alkalischer Richtung verschoben sein wiirde (etwa 
Pp, 7), und wir meinen daher voraussetzen zu kénnen, daB die 
Wirksamkeit des Kathepsins in dem von uns untersuchten p,,-Ge- 
biet verschwindend gering sein wird. 


Der Vollstindigkeit halber wollen wir noch erwihnen, daB wir an 
der Schleimhaut des Duodenums einige Versuche iiber die Spaltung von 
Edestin bei py = 10 ohne vorhergehende Aktivierung der Schnitte mit 
Enterokinase vorgenommen haben. Das Ergebnis war vollstindig negativ. 


K. Das Verhaltnis der Pepsinaktivitit zur Pepsinmenge. 


Es ist bekannt, daB, wie bei manchen anderen Enzymen, so 
auch bei Pepsin die als Spaltungswert ausgedriickte Knzymakti- 
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Fig. 14. Fig. 15. 

Fig. 14. Fundus diy (1./12. 1933.). Versuch iiber die Abhingigkeit der Spaltung von der 
Enzymmenge. 1X15, 2x15 und 4x 15y-Schnitte von demselben Schleimhautzylinder. 
Pu 2,1. (Verdauungszeit 2 Stunden.) 

Fig. 15. Pylorus 47 (25./1. 1934.) Versuch iiber die Abhingigkeit der Spaltung von der 
Enzymmenge. 1x15, 2x 15 und 4x 15 m4-Schnitte von demselben Schleimhautzylinder. 
Po 2,1. (Verdauungszeit 2 Stunden.) 


vitit zur Konzentration des Enzymes in der Reaktionsmischung 
in keinem einfachen Verhiltnis steht. Kurven, die die titrierbare 
Spaltung und die Enzymkonzentration als Koordinaten haben, ver- 
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laufen nicht linear, wie auch das zeitliche Fortschreiten der 
Spaltung fiir gegebene Enzym- und Substratmengen nicht linear 
erfolgt, sondern schon in recht friihzeitigen Spaltungsstadien ab- 
beugt. Da ferner das Verhiltnis zwischen Enzymmenge und 
Spaltung fiir ein bestimmtes Enzym-Substratpaar bei verschiedenen, 
anscheinend gleichartigen Priparaten von Enzym und Substrat 
variiert (vgl. z. B. fiir das Paar Pepsin-Casein®)), so ist man 
gezwungen, fiir jede Untersuchung eine eigene Standardkurve fiir 
das Verhiltnis der Spaltung zur wirksamen Enzymmenge empirisch 
zu bestimmen, von der man dann bei Enzymbestimmungen die der 
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Fig. 16. Zusammenhang zwischen Spaltung und Enzymkonzentration. 


jeweils experimentell gefundenen Spaltung entsprechende Knzym- 
menge ablesen kann. 


Eine solche Standardkurve haben wir folgendermafen bestimmt: Eine 
in gew6hnlicher Weise behandelte Schleimhautsiiule wurde abwechselnd in 
Proben von 1 x 15, 2 x 15 und 4 x 15 u-Schnitten zerlegt und die mit 
diesen Proben erzielten Spaltungen unter den iiblichen Versuchsbedingungen 
bestimmt. Die Fig. 14 u. 15 zeigen je einen derartigen Versuch mit Fundus- 
bzw. Pylorusschleimhaut. Ein Parallelversuch wurde mit Parke-Davis-Pepsin 
angestellt (Tab. 2), wobei dessen Konzentration von 1°/,{= 100 P. E.*)]} bis 
0,05 °/, (= 5 P.E.) variiert wurde. Die Kurve I der Fig. 16 stellt die Er- 
gebnisse dieses Versuches dar, wobei als Abszissen der Ubersichtlichkeit halber 
nicht die Enzymkonzentrationen selbst, sondern die Quadratwurzeln daraus 
(VP.E.) abgesetzt wurden. Tab. 3 und Kurve II der Fig. 16 stellen das 
Ergebnis des auf Tab. 1 pH = 2,1 wiedergegebenen Versuches dar, um- 
gerechnet auf /P.E. auf Grund der Beziehung, da8 die Zeiten gleicher 
Wirkungen den Fnzymkonzentrationen umgekehrt proportional sind, eine 
Beziehung, die bei Pepsin als recht gut giiltig angesehen werden kann. 





*) Willkiirlich gewiihlte Pepsineinheiten. 
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Tabelle 2. 
Verdauung von Edestin mit Parke-Davispepsin. 


Aus einer 2°/,igen Parke-Davispepsinlésung in 30°/,igem Glycerin (py 2,1) 
wurden durch Verdiinnung mit 30°/,igem Glycerin (n/100 an HCl) 5 Lésungen 
von den Pepsinkonzentrationen 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 und 1,0°/, gewonnen. 7cmm 
davon + 7cmm 4°/,ige Edestinlésung von py 2,09. Verdauungszeit 2 Stunden 
bei 40°. Spaltungs- und py,-Bestimmungen (Chinhydron 18°) ergaben 








= —_— ____- | py vorder | pqnachd.| ,, 
C, in | P.E. | VG, VP.E. Spelteng | Spdltung Spaltung 


























1 100 1 10 2,24 3,02 6,06 
0,5 50 0,707 7,07 2,11 2,98 5,13 
0,25 25 0,5 5 2,04 2,80 4,64 
0,1 10 0,316 3,16 2,00 2,59 3,67 
0,05 5 0,224 2,24 1,98 2,50 2,82 


Keine Selbstverdauung (gepriift durch analoge Versuche mit n/100-HC) 
statt Edestin). 


Tabelle 3. 


Die in Tab. 1 fiir py 2,1 angefiihrten Spaltungen, umgerechnet auf 2 stiindige 
Verdauungszeit und variierende Enzymkonzentration unter Zugrundelegune 
der Gleichung C,-¢ = K in der Form C,-2 = 0,057, woraus folgt 























C, = 0,025 +t. 
Spaltung t Cp VO, P.E. VP.E. 
2,38 1,16 0,029 0,170 2,9 1,70 
3,79 4,4 0,110 0,332 11,0 3,32 
4,42 9,5 0,238 0,488 23,8 4,88 
5,86 24,5 0,613 0,782 61,3 7,82 
6,98 58,2 1,330 1,152 133,0 11,52 

















Die beiden Kuryen fallen im Bereich /P.E. < 4 vollstindig zusammen. Die 
Abweichungen bei gréBeren Pepsinkonzentrationen sind mit den nicht genau 
iibereinstimmenden p,;,-Verhéltnissen sowie vor allem mit dem Umstand zu 
erkliren, daB bei dem Versuch der Kurve I die mit dem Parke-Davis-Pepsin 
in die Reaktionsmischung eingeschleppte Menge von Ballasteiwei8 und 
sonstigen Begleitstoffen bei den héheren Enzymkonzentrationen (wo die Ab- 
weichung merkbar wird) sehr gro8 war. Da hier nur der Konzentrationsbereich 
VP.E. < 4 zur Standardisierung der Schleimhautversuche beniitzt wurde, 
haben wir der Abweichung bei den héheren Konzentrationen keine Be- 
deutung beigemessen. 

Sodann wurden bei dem Versuch mit Fundusschleimhaut (Fig. 14) die 
Bestimmungen mit 1 x 15 uw-Proben als Basis beniitzt und die den Spaltungen 
der mit ,,15“ bezeichneten Aktivitiitskurve entsprechenden Pepsineinheiten 
graphisch von den vereinigten Kurven I und II der Fig. 16 abgelesen. Die 
so fiir bestimmte Abszissen (= Abstiinde von der Oberfliche) der Kurve ,,15“ 
erhaltenen P.E.-Werte wurden zur Beurteilung der Kurven ,,30“ und ,,60“ 





Fig. 


fiir 
daz 
wes 


der 
als 
Bei 
geg 
ges 
sch 
fer 
Or 











(Pa 2,1) 
jsungen 
. Temm 
stunden 
aben 


altung 











Beitrige zur enzymatischen Histochemie. IX. 165 


einfach mit 2, bzw. 4 multipliziert, und die Wurzeln aus den so erhaltenen 
Werten fiir die Pepsinmenge wurden mit den denselben Abstiinden ent- 
sprechenden Spaltungen der Kurven ,,30“ und ,,60“ als Kurvenpunkte e 
und A auf Fig. 16 abgesetzt. 

In derselben Weise wurde bei der Auswertung des Pylorusversuches 
vorgegangen, nur da8 dabei, den kleineren absoluten Spaltungswerten ent- 
sprechend, die mit 4 xX 15 u-Proben erhaltene Aktivititskurve ,,60“ der 
Fig. 15 als Auswertungsbasis beniitzt und auf die entsprechenden Parke- 


Davis-P.E. bezogen wurde. Die entsprechenden Werte fiir /P.E.,, und 


VP.E.,. und die dazugehérigen Spaltungen sind als Kurvenpunkte O und A 
auf Fig. 16 eingetragen. 


Man erhialt auf diese Weise die Kurve III der Fig. 16, die 
das Verhaltnis von Enzymkonzentration und erzielter Spaltung 
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Fig. 17. Relative Pepsinmengen in Fundus (F), Pylorus (P), Cardia (C) und Duodenum (D), 
in P.E. pro 50 w-Schnitt. 


fiir Schleimhautschnitte unter den Bedingungen unserer Versuche 
darstellt und von den entsprechenden Parke-Davis-Kurven nicht 
wesentlich abweicht. 

Bestimmen wir nun vermittels dieser Kurve graphisch die 
den direkt titrierten Spaltungen entsprechenden Pepsinmengen 








als Enzymprofile durch die Schleimhaut an einigen reprisentativen 
Beispielen (wir haben dazu die in den Fig. 1, 3, 5 und 6 wieder- 
gegebenen Versuche gewahlt), so erhilt man das in Fig. 17 dar- 
gestellte Bild der tatsichlichen Pepsinverteilung in den ver- 
schiedenen Teilen der Magenschleimhaut. Abszisse ist die Ent- 
fernung von der Schleimhautoberfliche im gewdhnlichen MaBstab, 
Ordinate die Pepsinmenge pro Schleimhautprobe (2 x 25 u-Schnitte) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, COX XVI. 12 
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in den aus der Bestimmungsweise der Schleimhautkurye sich er- 
gebenden, willkiirlich gewaihlten Pepsineinheiten. 

Man sieht, wie sehr sich bei dieser Darstellungsweise das 
Bild noch weiter zugunsten des Fundusteiles (F) (und zwar, wie 
vorwegnehmend bemerkt sei, der Hauptzellen) als Pepsinproduzent 
verschiebt.*) 


F, Versuche iiber die Extrahierbarkeit des Pepsins 
der Schleimhautschnitte. 


In Abschnitt IVB wurde die Frage offen gelassen, ob der 
Kontakt zwischen Enzym und Substrat durch Diffusion des Sub- 
strates in die Gewebeproben oder durch Extraktion des Enzyms 
zustande kommt. Wir haben indessen auch diese Frage weiter 
verfolgt, und, da wir fanden, daf es sich um eine Enzymextraktion 
handelt, festzustellen versucht, wieviel Pepsin beim Behandeln mit 
30°/,igem Glycerin allein, sowie mit der Mischung von Glycerin 
und Substrat, die das Medium der enzymatischen Reaktion dar- 
stellt, aus den Schnitten extrahiert wird. 


Bei der Extraktion mit Glycerin allein wurde in folgender Weise vor- 
gegangen: Die Gewebeproben (1 x 25 u-Schnitte) wurden in gewohnter 
Weise geschnitten und in je 7 cmm 30°/,iges Glycerin iiberfiihrt. Nach 1 stiin- 
digem Stehenlassen bei 20° wurde jeder zweite Schnitt aus dem Glycerin 
entfernt [dies geschieht am besten so, daB man das Gewebestiickchen 
mit der Glasnadel einige Millimeter an der Wand des GefiBes hinaufzieht 
und von dort mit einem etwa 2 qmm groBen Stiickchen Filtrierpapier, an 
dem das Gewebe mehr adhiriert, als an der GefiBwand, entfernt (die Mitnahme 
kleiner Mengen des Glycerinextraktes ist dabei natiirlich nicht zu vermeiden)]}, 
und in einen neuen Glycerintropfen iiberfiihrt. Nach weiterem */, stiindigen 
Stehen wurde Substrat zu allen Proben und Extrakten gesetzt, vermischt 
(soweit sie nicht als Kontrollen dienten) und die peptische Spaltung in 
gewohnter Weise (jedoch mit 1 stiindiger Verdauungszeit) untersucht. 

Bei der Extraktion mit der Glycerin-Substratmischung wurde in gleicher 
Weise verfahren, nur mit dem Unterschied, daB die zu extrahierenden Schnitte 
1 Stunde lang mit Glycerin-Edestin (py 2,1) bei 40° behandelt (Versuchs- 
anordnung also ganz wie bei gewéhnlichen Pepsinbestimmungen) und dann 





*) Hier sei zu Vergleichszwecken auf eine Arbeit von Willstitter 
und Bamann’) hingewiesen, in der die Pepsinaktivitiét der einzelnen 
Magenregionen mit Makromethodik bestimmt wurde, allerdings ohne Um- 
rechnung der Spaltungswerte in Pepsinmengen. — Die hohe Aktivitit der 
tieferen Fundusschichten kénnte den Gedanken nahelegen, es sei das 
Pepsin in ihnen in einer Form enthalten, die aktiver wire, als es dem 
krystallinischen Pepsin Northrops*”) [dem Gastroglobulin Martins"’)] 
entspriiche. Dies ist jedoch, wie die in der Abhandlung XIII angestellte 
Uberlegung zeigt, nicht der Fall. 
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jn einen neuen Glycerintropfen iiberfiihrt wurden. (Der durch das mit- 
geschleppte Substrat verursachte Fehler ist dabei nur klein, da das Substrat 
bei den py 2,1-Bestimmungen den Leer-Titrationsverbrauch 0 hat und also 
nur der bei der Extraktionsbehandlung gespaltene Substratanteil den Titrations- 
wert vergréBert.) Die weitere Behandlung der extrahierten Schnitte ist die 
gewohnliche; von den Extrakten wurde ein Teil sofort nach dem Entfernen 
des extrahierten Schnittes sistiert, der Rest weiter bei 40° gehalten, um 
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Fig. 18. Fig. 19. 


Fig. 18. Fundus 13, (17./1. 1934). Versuch iiber die Extraktion von Pepsin aus den 
Schleimhautschnitten (25 «) durch Glycerin. Extraktionszeit 1 Stunde. Verdauungszeit 
1 Stunde bei 40°. Edestin py, 2,1. 

I (©) Normal behandelte Schnitte. II (OD) Glycerinextrakte. 

III (A) extrahierte Schnitte. 

Fig. 19. Fundus 18, (18./1. 1934). Versuch iiber die Extraktion von Pepsin (25 «) durch 
Glycerin und Substrat. Edestin py 2,1. Verdauungszeit 1 Stunde. 

I (©) Normal behandelte Schnitte. 
II (Cj) Glycerinextrakte. 
III (A) Schnitte nach 1stiindiger Glycerineinwirkung in frisches Glycerin iiberfiihrt. 
IV (x) Schnitte nach 1,13stiindiger Einwirkung von Glycerin—Edestin (40°, py; 2,1) in 
einen frischen Glycerintropfen iiberfiihrt und deren Aktivitait bestimmt. 


das Weiterschreiten der Substratspaltung durch die extrahierten Pepsin- 
anteile zu verfolgen. 

Die Fig.18 und 19 stellen zwei solche an Fundusschleimhaut 
(Fundus 13) angestellte Versuche dar, die einander erginzen, indem 
die oberflachlichsten und tiefsten Schleimhautschichten, die im 
Versuch der Fig. 18 nicht mit erfaBt wurden, das Versuchsobjekt 
der Fig. 19 darstellen. Die Kurven I beider Versuche bezeichnen 
die auf gewéhnliche Weise — ohne Extraktion — aufgenommenen 
Vergleichskurven der Aktivitét, Kurven II die Glycerinextrakte, 
Kurven IIT die den Glycerinextrakten entsprechenden extrahierten 

12* 
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Schnitte. Die zu jeder Spaltungskurve gehérigen Kontrollkurven 
sind durch gleiche Markierung der Kurvenpunkte gekennzeichnet 
(die eingeklammerten Kontrollwerte wurden durch graphische 
Addition der beiden auf derselben Abszisse liegenden Kontrollen 
gewonnen). Kurve IV auf Fig. 19 endlich stellt die Aktivitaét der 
mit Glycerin—Edestinmischung extrahierten Gewebeschnitte dar. 
Wir haben bei dieser Bestimmung keine Kontrollen mitgenommen, 
da diese, wie aus dem weiter unten mitgeteilten, gleichartigen 
Versuch mit Pylorusschleimhaut hervorgeht, so niedrig liegen, 
daB sie die Lage der Kurve nicht wesentlich beeinflussen. Die 
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Fig. 20. Pepsin-Extraktion durch Glycerin und Edestinlésung bei py 2,1. 
(Vgl. Text Fig. 18 und 19.) 


Resultate beider Versuche stellt iibersichtlich die Fig. 20 dar, die 
angefertigt wurde auf Grund der aus den Fig. 18 und 19 durch 
graphische Subtraktion der Kontrollwerte von den verschiedenen 
Spaltungsserien gewonnenen Aktivitaitskurven (auf den beiden 
Figuren der Ubersichtlichkeit halber nicht eingezeichnet; sie 
wiirden den stark ausgezogenen Kurven der Fig. 1—6 entsprechen). 
Die so in Spaltungen ausgedriickten Aktivititen wurden mit Hilfe 
der Fig. 16 in Pepsinmengen iibertragen und diese Pepsinmengen 
beider Versuche (Fig. 18 und 19) gemeinsam auf der Abszisse 
der Fig. 20 abgesetzt. Die Bezeichnung der einzelnen Kurven 
ist hier dieselbe wie bei Fig. 18 und 19, dazu kommt noch 
Kurve II + III, gewonnen durch graphische Addition. 

Aus Fig. 20 liBt sich ersehen, daB die Glycerinextraktion 
nicht in allen Schichten der Fundusschleimhaut gleich effektiv 
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ist. Bis zu einer Tiefe von etwa 1,4 mm wird fast kein Pepsin 
aus der Schleimhaut extrahiert (bei 1 mm etwa 10°/,) dann aber 
iindert sich dieses Verhalten sehr rasch, und schon bei 1,8 mm 
finden wir den tiberwiegenden Teil des Pepsins in den Glycerin- 
extrakten; bei 2,6 mm etwa 85°/,. Die Extraktion mit Glycerin— 
Edestin ist iiberall in der Schleimhaut sehr vollstindig und labt 
nur etwa 5°/, des gesamten Pepsins im Gewebe zuriick. 


Wie aus Fig. 19 hervorgeht, haben wir bei diesem Versuch die epitheliale 
Oberflichenschicht nicht mitgenommen, und zwar darum nicht, weil die 
oberflichlichsten Gewebeproben so lose sind, dab ein quantitatives Heraus- 
fischen aus dem Glycerintropfen nach der Extraktion unméglich erschien. 
DaB die Glycerinextrakte beim Maximum anscheinend mehr Pepsin enthalten 
als die unbehandelten Vergleichsschnitte, kann seinen Grund darin haben, 
daB dieser Abschnitt der Kurve I auf Fig. 19 nicht bestimmt werden konnte, 
weil die betreffende Bestimmung verloren ging; das Kurvenstiick ist auf Fig. 19 
und 20 punktiert gezeichnet und liegt wohl in Wirklichkeit etwas héher. 
AuBerdem méchten wir in diesem Zusammenhang darauf aufmerksam machen, 
da8 gerade in diesem Bereich maximaler Pepsinwirkung geringe Titrations- 
und Versuchsfehler — vor allem auch bei den zu subtrahierenden Kontroll- 
werten — sich sehr stark auf die aus den Spaltungen abgelesenen Pepsin- 
mengen auswirken. Ein Vergleich der Kurvenlagen auf Fig. 19 und 20 
macht dies ohne weiteres einleuchtend. Wie dem auch sei, das Haupt- 
ergebnis des Versuches wird durch diesen Umstand nicht beriihrt und das 
Verhalten des Pepsins bei Extraktion mit Glycerin und Glycerin—Edestin 
zeigt sich durchaus eindeutig. Doch méchten wir, um Mi8verstindnissen 
vorzubeugen, ausdriicklich darauf aufmerksam machen, dab der Unterschied 
zwischen Glycerin- und Glycerin-Substratextraktion nicht nur in der Bei- 
mischung der Edestinlésung liegt, sondern auch im py (~ 6 im wiaBrigen 
Glycerin, 2,1 im Glycerin—Edestin) und der Temperatur (20 bzw. 40°). 


In ganz derselben Weise wurden Versuche mit Pylorusschleim- 
haut (Pylorus 13) ausgefiihrt (Fig. 21 Extraktion mit Glycerin, 
Fig. 22 Extraktion mit Glycerin—Edestin p,, 2,1), wobei sich zeigte, 
da8 sich die Pylorusschleimhaut in ihrer ganzen Dicke wie die 
oberen Anteile der Fundusschleimhaut verhilt, d.h., daB nur der 
kleinere Anteil des Pepsins mit Glycerin extrahiert werden kann. 
Fig. 23, die aus Fig. 21 in derselben Weise gewonnen wurde, wie 
Fig. 20 aus den Fig. 18 und 19, zeigt, daB etwa 20—30°/, mit 
Glycerin extrahierbar sind. Die Substratextraktion (Fig. 22) ist 
so vollstiindig, daB sie, an geringeren Ausgangsaktivititen ein- 
setzend, die Restwirkung der extrahierten Schnitte fast auf Null 
herabsetzt; die dem Versuch der Fig. 22 entsprechende Kurve IV 
(vgl. Fig. 20) ist daher auf Fig. 23 nicht eingezeichnet worden. 


Fig. 24 schlieBlich gibt eine grobe Darstellung der Weiterspaltung der 
Glycerin-Edestinextrakte, aus denen die Schnitte entfernt worden waren. 
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Fig. 21. Pylorus 13 (1./2. 1984). Versuch iiber die Extraktion von Pepsin aus den Schlein- 

hautschnitten (2 x 25 u) durch Glycerin. Etwa jeder zweite Schnitt wurde nach 1 stiindiger 

Einwirkung von 80°/, Glycerin (bei 20°) aus dem Glycerintropfen entfernt und in einen 

neuen Glycerintropfen iiberfiihrt. Nach etwa #/, Stunde Substrat zugesetzt. Der erste 

Glycerinextrakt gleichfalls mit Substrat versetzt. Die anderen Bestimmungen normal. 
Verdauungszeit in allen Fallen 2 Stunden bei 40°. 


I (CO) Normal behandelte Schnitte. II (A) Glycerinextrakte. 
III (CC) Extrahierte Schnitte. 
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Fig. 22. Pylorus 13 (2./2. 1934). Versuch iiber die Extraktion von Pepsin (2 x 25 ~-Schnitte) 

durch Glycerin + Substrat (Edestin p,;, 2,1). Etwa jeder zweite Schnitt nach 1,1 stiindiger 

Einwirkung von Glycerin—Edestin bei 40° in einen neuen Glycerintropfen iiberftihrt und 

nach Zusatz von frischem Substrat in normaler Weise weiterbehandelt (2 Stunden bei 40°). 

Die zuriickgebliebene Substratmischung wurde ohne Schnitt der weiteren Verdauung iiber- 

lassen, wobei jedoch jede zweite Mischung als Kontrolle benutzt und sofort sistiert wurde; 
Resultat dieses Versuches vgl. Fig. 24. 
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I (©) Normal behandelte Schnitte. IV (A) Mit Substrat extrahierte Schnitte. 
A Kontrollen dazu. 
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Jeder zweite dieser Extrakte wurde sofort nach Entfernung des Schnittes 
mit Aceton sistiert und diente als Kontrolle, wihrend die anderen Extrakte 
in den 40°-Thermostaten zuriickgesetzt wurden. Die genauen Versuchs- 
daten sind: 

Fundusversuch: Extraktion 2,13 Stunden, weitere Spaltungszeit nach 
Entfernung der Schnitte 1,5 Stunden; beides bei 40° (Kurven F, I und ID). 


_ 
oO 








Relative 
Pepsinmengen P.E. 
ol 




















BS S85 


oO 








2,5 


0,5 1 1,5 re 
Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 


Fig. 23. Versuch iiber die Extraktion von Pepsin durch Glycerin. 
(Vgl. Text zur Fig. 21.) 
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Fig. 24. Weiterspaltung der Glycerin-Substratmischung nach Entfernung der Schnitte. 
I Bestimmungen. II Kontrollen. F, Fundus 13,. P, Pylorus 13. 





Pylorusversuch: Extraktion 1,1 Stunden, Weiterspaltung 3 Stunden; 
beides 40° (Kurven P, I und I). 

Die Kurven bediirfen keiner weiteren Erliuterung; es geht aus ihnen 
ganz grob hervor, da8 die relativen Enzymaktivititen denen der Vergleichs- 
versuche entsprechen. Quantitativ vergleichbar in absoluten Zahlen sind 
sie nicht. 


R. Willstatter und M. Rohdewald§) haben das Extraktions- 
verhalten von Pepsin studiert und auf Grund der dabei ge- 
wonnenen Resultate die Begriffe Lyo- und Desmopepsin aufgestellt. 
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Wir modchten nicht dariiber urteilen, ob diese Einteilung auch 
die von uns gefundenen Unterschiede in der Extrahierbarkeit 
deckt, wonach also das Desmopepsin den oberen Schichten der 
Fundusschleimhaut angehéren sollte, wollen aber auf die Méglich- 
keit eines Zusammenhanges zwischen den beiden Beobachtungen 
hinweisen. 
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X. Wher die Verteilung von Sidure 
in der Schleimhaut des Schweinemagens. 
Von 
K. Linderstrom-Lang und Heinz Holter. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1934.) 





Die Frage nach dem Ort der Salzsiuresekretion in der 
Magenschleimhaut und ihrer Verbindung mit gewissen Zellarten 
ist von abnlicher Wichtigkeit, wie das in der vorigen Abhandlung 
behandelte Pepsinproblem. Wir haben im Titel ,Saure“ statt 
Salzsiure geschrieben, weil die von uns angewendete und im 
folgenden beschriebene Methodik zur Untersuchung von Gewebs- 
schnitten (vgl. Abhandl, IX) es nicht gestattet, Salzsiure von 
anderen einigermaBen starken Siuren (px < 6) zu unterscheiden. 
Da wir indessen in bestimmten, scharf begrenzten Gewebezonen 
Schnitte angetroffen haben, die 0,08—0,1 n an Siuren waren, welche 
bei einer Titration mit Base zum Titrationsendpunkt p,, = 5 mit- 
titriert wurden, so halten wir uns fiir berechtigt, diese hohe 
Aciditit mit der Salzsiureproduktion in Verbindung zu bringen. 
Deren Mechanismus soll in einer spiteren Arbeit eingehender 
untersucht werden. Ein Vergleich der Siurebestimmungen der 
vorliegenden Abhandlung mit den Ergebnissen der histologischen 
Untersuchung wird in der XIII. Abhandlung dieser Reihe gezogen. 


Methodik. 


Das Verfahren zur Siurebestimmung war folgendes: Die in 
Abhandlung IX beschriebenen ausgestanzten Schleimhautzylinder 
(Durchm. 2,5 mm, Hohe gleich der Dicke der Schleimhaut) wurden 
auf dem Gefriermikrotom in die ganze Schleimhautdicke um- 
fassende Serien von Schnittpaaren von 2 x 25 u-Dicke zerlegt. Jede 
derartige Schnittprobe wurde in einen 30cmm groBen Tropfen von 
30°/,igem Glycerin iiberfiihrt, der als Fliissigkeitspfropfen in einem 
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innen paraffinierten Reaktionsgefib angebracht war [vgl.})], 


Waren die Schnitte zu lose, um mit einer Glasnadel aufgenommen 
werden zu kénnen, so geschah die Uberfiithrung mit Hilfe eines 
etwa 2 qmm groBen Stiickchens Filtrierpapier. Nach 1/, Stunde 
wurden mit Pipettentype 1 [vgl.”)] 7 cmm 0,00143 n-Salzsiure zu- 
gesetzt, die in 100 ccm 20 ccm einer 0,4°/,igen Lésung von 
Bromkresolgriin vom p,, etwa 5 enthielt, und nach einer weiteren 
Stunde, in der haufig geriihrt wurde (durch vorsichtiges Drehen 
des GefaiBes zwischen den Fingern), titrierten wir mit n/100-Borat 
[vgl.)] zu p,, 5. Gleichzeitig mit jeder Bestimmungsreihe wurden 
Kontrollproben titriert, die keine Schnitte enthielten, sonst aber 
mit den Bestimmungen identisch waren. Die Differenz des Basen- 
verbrauches von Kontrolle und Bestimmung ergibt den Saure- 
gehalt der Schnitte. Ein negativer Siuregehalt bedeutet, daB die 
Schnitte bei p,, 5 Salzséure verbrauchen. 


Ergebnisse. 


Die Fig. 1—5 geben einige Siurebestimmungen wieder. AuBer 
diesen Versuchen wurden ganz gleichartige auch mit allen anderen 
im beigefiigten Schema angefiihrten Schleimhautproben angestellt. 
Da sie aber alle — vor allem auch bei Pylorus und Cardia — 
Sauren vermissen lieBen (héchstens so viel ergaben wie beim 
Versuch der Fig. 2 mit Fundus 5), haben wir aus Platzriicksichten 
auf ihre Wiedergabe verzichtet. 


Gewohnlich wurde gleichzeitig mit der Siurebestimmung eine Pepsin- 
bestimmung vorgenommen, indem entweder ein in unmittelbarer Nahe des 


Angewendete Magen. 
































Magen| Datum der | Cardia} Fundus | Pylorus Bemerkungen 
Nr. Entnahme Nr. Nr. Nr. 
2 3.10. 33 2 2 2 Normales Schwein 
3 11.10. 83 3 3 Sehr Junges Schwein, 
Magen leer 
4 19. 10. 33 4, Altes Schwein 
5 29.10. 33 5 Dy Junges Schwein, Magen 
stark gefiillt 
6 7.11. 88 6 Sehr junges Schwein 
7 7.11. 88 7 7 Normales Schwein, 25 Min. 
vor dem Schlachten 2 mg 
Histamin intramuskulir 
in den Schenkel injiziert 
8 7.11. 33 8 Wie 7 


Pepsinspaltung cmm n/20-HC1 
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Fig. 4. Sadure- und Pepsinverteilung in Fundus 7 (8./11. 1933). Schnitte zur Saiure- (A) und 

Pepsinbestimmung (Q) abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. 
(2 x 25 w-Schnitte, bei der Pepsinbestimmung 2 Stunden Verdauung, 40°, py 2,1.) 
Fig. 5. Séure- und Pepsinverteilung in Fundus 8 (10./11. 1933). Die Schnitte zur Saéure- (A) 
und Pepsinbestimmung (©) abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. Als 
Kontrolle fiir die Pepsinversuche wurden die Kontrollen von Fundus 4 beniitzt. (Fig.3 Abh. LX). 
(2 x 25 w-Schnitte, bei der Pepsinbestimmung 2 Stunden Verdauung, 40°, py 2,1.) 
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Fig. 1. S&ure- und Pepsinverteilung in Fundus 2;, (7./10. 1933). Die Schleimhautzylinder 
zur Séure- und Pepsinbestimmung wurden in unmittelbarer Nihe voneinander entnommen. 
© Pepsin (2 x 25 w-Schnitte, Verdauungszeit 2 Stdn., 40°, Dy 2,1), & Sdure (2 x 25 w-Schnitte). 
Fig. 2. Saureverteilung in Fundus 5 (3./11. 1938). In unmittelbarer Nahe des Schleimhaut- 
zylinders zur untenstehenden Sdurebestimmung wurde auch ein Zylinder zur Pepsinbestimmung 
entnommen. Resultate der letzteren vgl. Fig. 10 der Abh. IX und die strichpunktierte 
Kurve der vorliegenden Figur. (A Sadurebestimmung, 2 x 25 u-Schnitte.) 
Fig. 3. Saéure- und Pepsinverteilung in Fundus 6 (10./11. 1933). Schnitte zur Saure- (A) 
und Pepsinbestimmung ((C) abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. Als Kon- 
trolle fiir die Pepsinversuche wurden d. Kon- 
8 bate trollen von Fundus 4 beniitzt. (Fig. 3 Abh. IX). 
§ (2 x 25 w-Schnitte, bei der Pepsinbestimmung 
pt 2 Stunden Verdauung, 40°, p;; 2,1.) 
7 os afl 
> ‘ A ‘ = 
. ™4 
= 6 fl L. iv 3 6 
a <4 | y Zs ‘ = ee 5 $- jee) 
-_* . Fa ai a _—" o 
g | gl = = j S 
| r = j ~~ 
nd 4 AZ 3 “ g'4 7 a 
g yf — = 4 =| 
» VA 4 / = 
2 3 {Ni { 2 = 3 3 7} : 5 
. é ; =| = 
= \ = = tomo rc) 
Zo UMA a ee wig 
= &. Apts 8 
é nA ae : 
1 0m ee ee 0% 
[ee a rie 2 — = a nee = 
+ mee ae ¢ 
0 a =] 0 —1 oa 
0,5 1 15 32 2,5 $3 0,5 1 1,5 = 25 
Abstand von der Schleimhautoberfliche mm Abstand von der — mm 
Fig. 4. Fig. 5. 


176 Linderstrem-Lang und Holter, Enzymatische Histochemie. X, 


Sdure-Schleimhautzylinders (1—2 mm entfernt) ausgestanzter Zylinder oder 
direkt jeder zweite Schnitt des Siurezylinders zur Pepsinbestimmung ver- 
wendet wurde. In den Fillen, wo diese Pepsinbestimmungen nicht schon 
in der IX. Abhandlung verwertet worden sind, sind die Versuche voll- 
stindig (durch Bestimmungs-, Kontroll- und Spaltungskurven), aber strich- 
punktiert auf den Figuren wiedergegeben. Bei schon beniitzten Versuchen 
wurden nur die Spaltungskurven strichpunktiert eingezeichnet und im 
iibrigen im Figurtext auf die Originaldaten in Abhandlung IX hingewiesen. 

Die Abszisse der Figuren ist die Entfernung von der Schleimhaut- 
oberfliche in Millimetern. Als Ordinate ist links der Titrationswert der 
Pepsinbestimmungen in cmm n/20-HCl, rechts der Titrationswert der Siure- 
bestimmungen in cmm n/100-Borat aufgetragen. 

Aus unseren Ergebnissen geht hervor, da8 wir nur in der 
Fundusregion Saéure nachweisen konnten und da wiederum nur 
in einer bestimmten Schicht, etwa 1—1,5 mm unter der Schleim- 
hautoberflache. In den Magen 3, 4 und 5 war selbst im Fundus 
keine Siure nachweisbar. Da diese Magen in histologischer Hin- 
sicht ganz normal waren (vgl. Abhandl. XIII), muB die Abwesen- 
heit von Saure entweder darauf beruhen, da& die siuresezerniec- 
renden Zellen sich in einem Ruhezustand befanden — als Stiitze 
dafiir kann angefiihrt werden, daf die von histaminbehandelten 
Tieren (25 Minuten vor dem Schlachten 2 mg Histamin) stammen- 
den Magen 7 und 8 einen hohen Siuregehalt zeigten — oder 
darauf, daB die Verteilung der siureproduzierenden Zellen und 
deren Verhialtnis zu siureverbrauchenden in den Magen 3, 4 und 5 
von den anderen abwich. Diese Verhiltnisse werden in Abhand- 
lung XIII behandelt werden. 


Literatur. 


1. K. Linderstrem-Lang u. H. Holter, Diese Z. 220, 5 (1933); C. r. 
Lab. Carlsberg 19, Nr. 20 (1933). 

2. K. Linderstrem-Lang u. H. Holter, Diese Z. 201, 9 (1931); C.r. 
Lab. Carlsberg 19, Nr. 4 (1932). 
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XI. Uber die Verteilung der Peptidase 
in der Schleimhaut von Magen und Duodenum des Schweines. 


Von 


K. Linderstrem-Lang und Heinz Holter. 
Mit 11 Figuren im Text. 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1934.) 








I. Einleitung. 


In den beiden vorhergehenden Abhandlungen haben wir uns 
mit der Verteilung von Pepsin und Salzsiure beschiftigt, also von 
Stoffen, die sicher von der Magenschleimhaut sezerniert werden. 
Deren Gegenwart in dieser war damit gegeben und deren Zu- 
teilung an bestimmte Zellarten (vgl. Abhandl. XIII) bestitigte 
die Ergebnisse friiherer histochemischer Bearbeitungen. Was 
dagegen die Peptidasen betrifft, so haben zwar Willstaitter und 
Bamann!?) gezeigt, daB diese allgegenwirtigen Enzyme auch in 
der Magenschleimhaut auftreten, aber ihre Untersuchung gab 
keine abschlieBende Antwort auf die Frage nach der Art der 
Schleimhautzellen, die die Peptidasen enthalten. Die beiden 
Autoren haben die Gegenwart von Leukocyten dafiir verantwort- 
lich gemacht. Beziiglich der iilteren Literatur sei auf die Uber- 
sicht der Abhandlung XIII hingewiesen. 

Wir wollen hier nicht niher auf die Frage nach der Sekretion 
von Peptidasen eingehen (vgl. Abhandl. XIII), sondern nur darauf 
hinweisen, daB die Bedeutung einer Untersuchung iiber deren 
Verteilung in der Magenschleimhaut unabhingig von der Ent- 
scheidung dieser Frage ist, denn auch die Aufklirung ihrer endo- 
enzymatischen Funktion (z. B. ihrer Verbindung mit der sekre- 
torischen Wirksamkeit der Zellen) ist von groBer Wichtigkeit. 
Wir haben daher die Verteilung von Dipeptidase 1*) in der Magen- 
schleimhaut bestimmt, wobei wir zu Vergleichszwecken das Duo- 
denum in die Untersuchung einbezogen haben, ein Organ, dessen 
reicher Peptidasegehalt bekannt ist und allgemein mit einer Se- 
kretion dieses Enzyms in Zusammenhang gebracht wird. 
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II. Methodik. 


Die Probenahme geschah wie in Abhandlung IX beschrieben. Die 
ausgestanzten Schleimhautzylinder (Durchmesser 2,5 mm, Hohe gleich der 
Dicke der Schleimhaut) wurden mit dem Gefriermikrotom in Schnittserien 
zerlegt, die bis zur muscularis mucosae (beim Duodenum bis zur untersten 
muscularis-Schicht; vgl. Abhandl. XIII) hinabreichten. Die Schnittproben 
waren in einigen Fallen 2 x 15m, meist aber 1 xX 25 w-Schnitte. Diese 
Proben wurden in je 7cmm 30°/,iges Glycerin tiberfiihrt, das in einigen Ver- 
suchen in 100 cem 5 cem m/15-sekundires Phosphat und 5 cem m/15-pri- 
miires Phosphat enthielt. Dieser Phosphatzusatz ist im allgemeinen emp- 
fehlenswert, da die Peptidase bei dem recht niedrigen py, (etwa 5), das 
manche Glycerinpriparate ihren Lésungen erteilen (vgl. S. 183), recht un- 
bestindig ist. Nach 1—2 stiindiger Glycerineinwirkung wurden 7 cmm 
Substratlésung (0,2 Millimol Alanylglycin und 0,0346 Millimol NaOH pro 
ccm; Pp etwa 7,5) zugesetzt, rasch umgeriihrt und die Spaltung 20 Minuten 
lang im 30°-Thermostaten verlaufen gelassen. Die Reaktion wurde mit 
Hilfe von Pipettentype 2°) durch 25 cmm 95°/, iger n/20-acetonischer Salz- 
siiure sistiert, worauf in der friiher®*) beschriebenen Weise mit n/20-alko- 
holischer Salzsiiure in Aceton titriert wurde. Die Kontrollen zur Bestimmung 
des Siureeigenverbrauches der Substratlésung und der Schnitte wurden wie 
in Abhandlung IX beschrieben angesetzt, indem der Substrat- und der den 
Schnitt enthaltende Glycerintropfen bis zur Sistierung getrennt gehalten 
wurden. AuBerdem wurde der Siureverbrauch der Substratlésung allein 
(Blindwert) bestimmt. Von den auf den Figuren angegebenen Spaltungs- 
und Kontrollwerten sind diese Blindwerte schon abgezogen, so daB also 
die Kontrollen den Siéureverbrauch der Schnitte, die Spaltungswerte den 
Siiureverbrauch der wihrend der Reaktion (20 Minuten bei 30°) gebildeten 
freien Aminogruppen — unser Maf fiir die Enzymaktivitit — bezeichnen. 

Ebenso wie bei der Pepsinuntersuchung (Abhandl. [X) wurden die 
Sehnitte fiir die Kontrollbestimmungen den Schnittreihen mit passenden 
Abstiinden entnommen und die Kurve der Enzymaktivitiit des Gewebes als 
Funktion des Abstandes von der Schleimhautoberfliche durch graphische 
Subtraktion der Kontrollkurven von der Kurve der Enzymbestimmungen 
gewonnen. Alle Spaltungswerte der Figuren beziehen sich auf 25 u-Schnitte. 
Waren die Versuche mit 2 x 15 uw-Schnitten ausgefiihrt worden, so wurden 
die gefundenen Spaltungen und Kontrollen mit */,, multipliziert (vg). 
Abschn. IIT, D). 


III. Versuche und Resultate. 


A. Typische Profile. 


Auf den Fig. 1—7 sind einige typische Kurven fiir die Varia- 
tion der Peptidaseaktivitit quer durch die Schleimhaut der ver- 
schiedenen Schleimhautregionen wiedergegeben. Wie bei den 
Pepsinuntersuchungen sind die direkt gefundenen Kontroll- und 
Bestimmungskurven diinn, die daraus graphisch gewonnenen Pepti- 
daseaktivitatskurven dick ausgezogen. In den meisten Fiillen 
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wurden demselben Schleimhautzylinder auch Schnitte zur Pepsin- 
oder (in einem Falle) Esterasebestimmung (vgl. Abhandl. XII) ent- 
nommen, um die Aktivititsprofile dieser Enzyme mit dem der 
Peptidase genau zu vergleichen. 

Bei denjenigen dieser Pepsinbestimmungen, die nicht schon in Ab- 
handl. [IX beniitzt worden sind, werden Kontroll-, Bestimmungs- und Akti- 
vititskurven strichpunktiert auf den Figuren wiedergegeben, analog mit der 


Darstellung der Pepsinversuche in Abhandl. IX. Handelt es sich dagegen 
um schon beniitzte Pepsinbestimmungen, so ist nur die Aktivititskurve in 
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0,5 1 5 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 
Abstand von der Schleimbautobertiichs mm Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 1. Peptidaseverteilung in Cardia 10 (16./11. 1933). 

Demselben Schleimhautzylinder wurden auch Schnitte zur Pepsinbestimmung entnommen; 
vgl. dariiber Fig. 1 in Abh. IX und die strichpunktierte Kurve der vorliegenden Figur. 
(25 u-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 

Fig. 2. Fundus 47, (9./11. 1933). Gleichzeitig Peptidase- und Pepsinbestimmung. Schnitte 
abwechselnd demselbem Schleimhautzylinder entnommen. 

— Peptidase (25 u-Schnitte, 20 Minuten, 30°). 
+—- Pepsin (3 x 15 w-Schnitte, 2 Stunden, 40°). 


die Figuren eingezeichnet und im Figurtext auf die Stelle der Abhandl. 1X 
hingewiesen, wo die originalen Kurven zu finden sind. 

In den Figurtexten findet sich auch das Datum des Versuches und 
die Bezeichnung der Schleimhautprobe. Die letztere bezieht sich auf das 
beigefiigte Schema iiber die verwendeten Magen. 

Obwohl die Peptidasemethodik eine wesentlich genauere Enzym- 
bestimmung erlaubt als die Pepsinmethodik, ist es doch hier anscheinend 
schwerer, eine einigermaBen einfache Kurve durch die gefundenen Punkte 
zu zeichnen. Es treten recht betrichtliche Schwankungen auf, die teils als 
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Fig 3. Fundus 13), (19./1. 1934). Gleichzeitig Peptidase- und Pepsinbestimmung. Schnitte 
abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. 


— Peptidase (25 u-Schnitte, 20 Minuten, 30°). 
«—- Pepsin (2 x 25 w-Schnitte, 2 Stunden, 40°). 


Fig. 4. Pylorus 5,, (5./11. 1983). Gleichzeitig Peptidase- und Pepsinbestimmung. Schnitte 


abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. Beziiglich der Kontrollen vgl. Fig. 5 
Abh. IX und Fig. 8 dieser Abhandlung. 




















8 (O) — Peptidasebestimmung (25 «-Schnitte, 
, ° 20 Minuten, 30°) 
, ran PY (A) -—»+ Pepsin 3x15 w-Schnitte, 2 Stunden, 
| I \ 40°), 
\ h 
Vv \ 
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05 1 3. 3.85. 8 ob 1. 6 2 2,5 3 
Abstand von der Schleimhautoberfliche mm Abstand von der — mm 
Fig. 5. Fig. 6. 

Fig. 5. Peptidaseverteilung in Duodenum 9 (11./11. 1933). Demselben Schleimhautzylinder 
wurden auch Schnitte zur Pepsinbestimmung entnommen; vgl. dariiber Fig. 6 Abh. IX und 
die strichpunktierte Kurve der vorliegenden Figur. (25 u-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 
Fig.6. Peptidaseverteilung in Duodenum 97, (18./12. 1983). Demselben Schleimhautzylinder 
wurden auch Schnitte zur Esterasebestimmung entnommen; vgl. dariiber Fig. 9 Abh. XII 
dieser Reihe. (25 «-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 
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wirkliche Variationen der Peptidaseaktivitit, teils als Versuchsfehler gedeutet 
werden miissen, wobei die letzteren vor allem auf die Unsicherheit der 
Mikrotomtechnik und unvermeidliche kleine Schwankungen der Versuchszeit 
und der Temperatur bei der Mischung von Substrat und Enzym zuriick- 
gefiihrt werden miissen. Diese Fehlerquellen bedeuten hier mehr als bei 
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0,5 1 1,5 2 26 83 38,5 4 
Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 7. Peptidaseverteilung in Duodenum 16 (30.—31./1. 1934). Zwei Versuche an zwei aut- 
einanderfolgenden Tagen mit unmittelbar nebeneinander entnommenen Schleimhautzylindern. 
(25 u-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 


Angewendete Magen. 














Datum , Duo- 
Magen ite Cardia |Fundus|Pylorus} go num Bemerkungen 
Nr. | Entnahme] Nr. Nr. Nr. Nr. 
4 | 19.10. 33 4iy Altes Schwein 
5 | 29.10. 33 Dir Junges Schwein, Magen 
stark gefiillt 
9 7.11. 88 9, Normales Schwein 
10 | 13.11.33] 10 94 e 
13° | 16.1. 34 13), 13 Erwachsenes Schwein 
15 | 28.1. 34 15 Normales Schwein 
16 | 29.1. 34 16 e " 
17 19.2. 34 17 17 99 ” 




















den Pepsinbestimmungen, weil die Schnitte diinner, die Reaktionszeiten 
kiirzer sind und die Reaktionstemperatur der Zimmertemperatur, bei der die 
Mischung vorgenommen wird, niher liegt. Vielleicht sind die Schwankungen 
bisweilen auch auf die Instabilitit der Peptidase zuriickzufiihren (vgl. spiiter). 
Dennoch ist man nicht berechtigt, die Peptidasebestimmung als Ganzes fiir 
ungenauer anzusehen, als die Pepsinbestimmung, da niimlich die Schwankungen 
der Pepsinaktivitiit dadurch verwischt werden, da die Spaltung der Pepsin- 
menge nicht proportional ist. Im groBen und ganzen diirfte wohl die Be- 
stimmung beider Enzyme etwa gleich sicher sein. Man wiirde sich von 
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einer subjektiven Beurteilung zweifellos am besten freihalten, wenn may 
die Kurvenpunkte der Figuren durch gerade Linien verbinde, doch wird 
dadurch die graphische Bestimmung der Aktivitiitskurven erschwert, dic 
uns sonst als die einfachste erscheint. Obwohl also die Peptidasekurven 
unregelmiBiger sind als die Pepsinkurven, haben wir doch auch jene kon- 
tinuierlich gezeichnet nach folgenden Gesichtspunkten: Wiirden zwei un- 
mittelbar benachbarte Punkte bei voller Beriicksichtigung der Kurve je ein 
flaches (und nur auf diesen Punkten beruhendes) Maximum und Minimum 
erteilen, so wurden sie vernachlissigt und die Kurve (unter Beriicksichti- 
gung anderer nahegelegener Punkte) ungefiihr durch den Mittelpunkt ihrer 
Verbindungslinie gezogen. Bei gréBeren, auf mindestens zwei Punkten 
beruhenden ,,Buckel“bildungen dieser Art wurden die betreffenden Punkte 
bei der Kurvenzeichnung beriicksichtigt, besonders dann, wenn die Ab- 
weichungen in der gleichen Schleimhautregion und -Schichte bei Parallel- 
versuchen wiederkehrten. Einzelne stark abweichende Punkte (3 im ganzen 
Versuchsmaterial) wurden vernachlissigt und in Klammern gesetzt. 


Aus diesen typischen Profilen geht hervor, daB die Peptidase- 
aktivitiit an der Schleimhautoberfliche stets gering ist, dann gegen 
die Muscularis mucosae hin mehr oder weniger gleichmiBig an- 
steigt, um dort wiederum steil abzufallen. Von bemerkenswerten 
Kurvenformen ist besonders die zweigipfelige Kurve des Duodenums 
hervorzuheben, die im histologischen Aufbau dieser Schleim- 
hautregion begriindet ist (vgl. Abhandl. XIII). Verhiltnismiibig 
am wenigsten aktiv ist die Fundusregion, was aber nicht besagt, 
daB ihre absolute Aktivitaét gering ist. Denn wie aus dem metho- 
dischen Abschnitt hervorgeht, sind wir bei allen Schleimhaut- 
regionen gezwungen gewesen, Schnittdicke, Temperatur und Reak- 
tionszeit soweit als méglich herabzusetzen, um die erzielten Spal- 
tungen innerhalb der fir unsere Methodik geeigneten Grenzen 
zu halten. Wenn wir, ausgehend von der Annahme, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Temperaturerhéhung von 30° 
auf 40° verdoppelt wird, die Geschwindigkeit der Peptidspaltung 
mit der der Edestinspaltung vergleichen, so ergibt sich jene als 
etwa 10—20 mal gréBer. 

Die Ubereinstimmung der Enzymprofile analoger, aber ver- 
schiedenen Tieren entstammender Schleimhautregionen [ Fig. 2, 3, 11 
(Fundus); Fig. 4, 8, 9, 10 (Pylorus); Fig. 5, 7 (Duodenum)] oder 
verschiedener Proben derselben Schleimhautregion (Fig. 5 und 6), 
ist hinsichtlich der absoluten Spaltungswerte nicht besonders grob, 
dagegen insofern recht befriedigend, als der einmal fiir die be- 
treffende Schleimhautregion gefundene Kurventypus stets wieder- 
kehrte. 


Ein Vergleich zwischen unseren und den von Willstitter und Ba- 
mann erhaltenen Ergebnissen lift sich nicht ziehen, da — neben dev 
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sonstigen Verschiedenheiten der Methodik — vor allem das von ihnen an- 
gewandte Substrat (Leucylglycin) von dem von uns benutzten verschieden 
ist [vg]. in diesem Zusammenhang?)}. 


B. Kontakt zwischen Enzym und Substrat. 


Das geringe Molekulargewicht unseres Substrates lieB besondere Ver- 
suche tiber die Vollstindigkeit des Kontaktes zwischen Enzym und Substrat 
iiberfliissig erscheinen. Wir haben friiher*) gefunden, daB die Peptidase 
der Malzwurzeln, die sich weder durch Glycerin, noch durch Substrat 
eluieren 1aBt, nicht durch die Substratdiffusion beeinfluBt wird. Das Enzym 
der Magenschleimhaut sollte fiir dasselbe Substrat noch leichter zuginglich 
sein (da hier keine Cellulosemembranen vorkommen), und da Vorversuche 
auBerdem zeigten, daB das Enzym schon durch Glycerin nahezu vollstindig 
aus den Schnitten eluiert wird, so haben wir eine eingehendere Untersuchung 
dieser Frage nicht fiir notwendig gehalten. 


C. Die Stabilitit der Peptidase. 


Mit der Anwendung von 30°/,igem Glycerin zur Aufnahme 
der Schnitte ist eine Stabilisierung der Peptidase vor und wihrend 
der Verdauung beabsichtigt worden [vgl. *)]. Die Lésungen einiger 
Glycerinpriparate wurden indessen beim Stehen [vgl. 5)] recht 
sauer, was bisweilen eine recht betrichtliche Enzymdestruktion 
beim Stehen der Schnitte mit sich fiihrt. Ein Beispiel hierfiir 
mbt Fig. 8, die einen Versuch wiedergibt, bei dem jeder zweite 
Schnitt in Glycerin von p,, 5, die iibrigen in mit Phosphat neutra- 
lisiertes Glycerin eingelegt worden waren. So starke Destruktion 
beobachtet man jedoch nur selten, und die Instabilitit der Pepti- 
dase steht im angefiihrten Beispiel vielleicht damit im Zusammen- 
hang, da& der Magen Nr. 15 vor der Entnahme der Schleimhaut- 
proben nahezu 12 Stunden bei 0° gelegen hatte. Da der kon- 
sequent durchgefiihrte Phosphatzusatz zum Glycerin indessen 
zweifellos gegen Enzymdestruktion schiitzt und die Peptidase- 
wirkung im ibrigen nicht beeinfluBt (vgl. Fig. 9 und 10), so 
méchten wir ihn empfehlen. 

Kine andere hier zu beriihrende Frage ist die nach der 
Stabilitit des Enzyms wihrend des Aufbewahrens bei —10°% Wie 
in Abhandl]. [X erwihnt, wird eine genaue Untersuchung dariiber 
erschwert durch die Variation der Enzymprofile an verschiedenen 
Stellen desselben Schleimhautstiickes. Wir halten es jedoch nicht 
tir ausgeschlossen, daB sich die Peptidaseaktivitit des Gewebes 
selbst bei dieser niedrigen Temperatur wiihrend liingerer Auf- 
bewahrungszeiten ein wenig verindert. 
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So laBt sich z. B. aus der histologischen Untersuchung ersehen, 
da8 die Anderung der Peptidasekurve von Duodenum 9, (Fig. 5, 
4 Tage bei —10°) zu Duodenum 9, (Fig. 6, 40 Tage bei —10% 
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Fig. 8. Peptidaseverteilung in Pylorus 15 (25./1. 1934). EinfluB 1?/,stiindiger Einwirkung 
von 30°, Glycerin (O) und 30°/, Phosphatglycerin (A). Schnitte abwechselnd demselben 
Schleimhautzylinder entnommen. (25 u-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 

Fig. 9. Peptidaseverteilung in Pylorus 17 (20./2. 1934). Einflu6 17/,stiindiger Einwirkung 
von 30°/, Glycerin (O) und 30°/, Phosphatglycerin (A). Schnitte abwechselnd entnommen. 
(25 «-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 
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Fig. 10. Peptidaseverteilung in Pylorus 13 (21./1. 1934). Versuch iiber den EinfluB der Ein- 
wirkung von Phosphatglycerin. © 1 Stunde, A 5 Stunden. (25 uw-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 
Die strichpunktierte Pepsinkurve aus Fig. 22, Abh. IX itibernommen. 


kaum zur Giinze der verschiedenen Anordnung der einzelnen 
Gewebeschichten in den beiden Schleimhautzylindern zugeschrieben 
werden kann. 
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D. Abhingigkeit der Spaltung 
von der Enzymkonzentration. 

Obwohl die Geschwindigkeit der Peptidasespaltung im all- 
gemeinen sehr nahe proportional der Enzymkonzentration gefunden 
wird, haben wir eine kurze Untersuchung der Abhingigkeit der 
Spaltung von der Schnittdicke vorgenommen (Fig. [1). Sieht man 
yon zwei ganz aus den Kurven herausfallenden Punkten ab, deren 
einer zweifellos auf eine (beobachtete) Verunreinigung des Reaktions- 
cefiBes zurickgefiihrt werden konnte, so ergeben die 2 x 25 u- 
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Enzymspaltung cmm n/20-HCl 
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0,5 1 1,5 2 oD 3 
Abstand von der Schidimhautoberfiichs mm 
Fig. 11. Peptidaseverteilung in Fundus 17 (21./2. 1934). Untersuchung des Zusammenhanges 
zwischen Enzymkonzentration und Spaltung. Abwechselnd 1 x 25 u- und 2 x 25 w-Schnitte. 
(20 Minuten, 30°.) 


Schnitte sehr nahe doppelt so groBe Spaltungen, wie die 1 X 25 u- 
Schnitte. Wir haben daher Proportionalitit angenommen und 
die Spaltungen der bisweilen verwendeten 2 x 15 u-Proben durch 
Multiplikation mit dem Faktor 7°/,, auf 1 x 25 w umgerechnet. 
Im Hinblick auf spiteren Gebrauch (in Abhandl. XIII) definieren 
wir eine Peptidaseeinheit (Pp.-E.) als die Peptidasemenge, die 
unter den Bedingungen unserer Versuche in 20 Minuten bei 30° 
die 1 cmm n/20-HCl entsprechende Menge Alanylglycin spaltet. 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 
XII. Uber die Verteilung der Esterase 
in der Schleimhaut von Magen und Duodenum des Schweines. 
Von 
David Glick. 
Mit 12 Figuren im Text. 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1934.) 


Diese Untersuchung wurde mit einer Methodik ausgefiihrt, 
die ohne wesentliche Anderungen aus den friiheren Arbeiten dieser 
Reihe (Abh. IX, X, XI) ttbernommen werden konnte. Die Probe- 
nahme geschah also ganz so, wie in Abh. [X beschrieben; zu den 
Enzymbestimmungen diente je ein 25 u-Schnitt, der in 7 cmm 
30°/,iges Glycerin iiberfiihrt wurde. Die Methodik der Esterase- 
bestimmung war das in (!) beschriebene Verfahren. Als Substrat 
diente eine 1°/,ige Lésung von Methylbutyrat, die Verdauungszeit 
war 5 Stunden bei 40°. Die Substratlésung wurde zu jedem Ver- 
such frisch bereitet und der Blindwert der nichtenzymatischen 
Hydrolyse unter den Versuchsbedingungen bei jedem Versuch neu 
bestimmt. Dieser Blindwert ist von den in den Figuren wieder- 
gegebenen Enzymspaltungswerten schon abgezogen. Die Behand- 
lung der Kontrollen und Blindbestimmungen dazu war ganz die 
friiher beschriebene, indem Substrat und Glycerintropfen bis zur 
Sistierung getrennt gehalten wurden. Auch die graphische Wieder- 
gabe auf den Figuren entspricht der in den Abhandlungen IX—XI 
eingehaltenen Behandlungsweise. 


Versuchsresultate. 


A. Typische Kurven (Fig. 1—10). 


Das Schema gibt die Daten fiir die zu dieser Untersuchung 
verwendeten Magen. 

Die Figuren 1—10 stellen typische Aktivititsprofile fiir Cardia, 
Fundus, Pylorus und Duodenum dar. Bei den Versuchen der 
Figuren 6 und 8 sind parallel zur Esterasebestimmung Pepsin- 
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Angewendete Magen. 














Magen —" Cardia|Fundus] Pylorus S viell Bemerkungen 

Nr. | Entnahme| Nr. Nr. Nr. Nr. 

4 | 19.10.33 40 | 4qy Ue 4p Altes Schwein, Magen 
stark gefiillt 

6 7.11. 88 6 Ganz junges Schwein 
9 7.11. 33 9,, | Normales Schwein 

10 13. 11. 33 10 ” ”? 

11 27.11. 33 11 11 11 - ” 

12 28.11. 33 12 ” ” 
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Fig. 1. Fig. 2. 


Fig. 1. Esteraseverteilung in Cardia 10 (17./11. 1933). (25 w-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 
Fig. 2. Esteraseverteilung in Cardia 12 (29./11. 1933). (25 «-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 


bestimmungen vorgenommen worden, indem die Mikrotomschnitte 
abwechselnd auf Esterase und Pepsin gepriift wurden. Die Pepsin- 
kurve ist in Fig.6 wie in den Figuren der Abhandlung XI strich- 
punktiert und in Fig. 8 nur deshalb in ein neues Koordinaten- 
system eingezeichnet worden, weil die beiden Kurven bei Bei- 
behaltung des gewohnten Mafstabes einander bis zur Uniibersicht- 
lichkeit gestért hitten. Auf Fig.9 ist analog zu Vergleichszwecken 
das Peptidaseprofil dargestellt, das in analoger Weise mit ab- 
wechselnden Schnitten aufgenommen wurde. Die originalen Daten 
dieser Peptidasebestimmung sind schon in Abh. XI, Fig. 6 ver- 
wertet worden und daher sind die direkt titrierten Spaltungen 
und die Kontrollwerte nicht neuerlich auf Fig. 9 eingezeichnet, 
sondern es ist nur die (strichpunktierte) Aktivitaitskurve iiber- 
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nommen worden. Bei den Cardiaprofilen 1—4 haben wir keine 
derartige Vergleichskurve gezeichnet, teils darum, weil die direkte 
Anstellung von Parallelversuchen mit abwechselnder Beniitzung 

der Schnitte bei der Car- 
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Fig. 3. Esteraseverteilung in Cardia 12 (1./12. 1933). (25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°) 
Fig. 4. Esteraseverteilung in Cardia 12 (11./12. 1933). (25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 
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Fig. 5. Esteraseverteilung in Fundus 4onr (8./11. 1933). (25 w-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 


war, und teils darum, weil die histologischen Verhiltnisse in der 
Cardia iiberhaupt so ungleichmibig sind, daB die Anfiihrung 
der Profile auch von unmittelbar benachbarten Schleimhautstellen 
keine vergleichbaren Ergebnisse erwarten lief. 

DaB der Cardiateil so eingehend untersucht wurde und in 
dieser Abhandlung mit 4 Profilbeispielen vertreten ist, hat seinen 
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Grund darin, daB sich in der Literatur die Angabe findet (Literatur 
vgl. Abh. XIII), daB die Lipaseaktivitit vor allem an die Cardia- 
schleimhaut, bzw. deren Sekret gebun- 
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Fig. 6. Esterase und Pepsin in Fundus 6 (22./11. 1933). 
Schnitte abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. 
— Esterase (25 w-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 
- Pepsin (2 X 25 uw-Schnitte, 2 Stunden, 40°.) 
Fig. 7. Esteraseverteilung in Pylorus 4,, (13./11. 1933). (25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 
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Fig. 8. Esterase und Pepsin in Pylorus 4 (18./11. 1933). 


Schnitte abwechselnd demselben Schleimhautzylinder entnommen. 
(Esterase 25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°; Pepsin 2 x 25 u-Schnitte, 2 Stunden, 40°) 
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ordnung. Eine typische Lokalisierung in einzelnen Schleimhautbe- 
zirken oder -Schichten scheint nicht vorzuliegen; die einzigen bemer- 
kenswerten Kigentiimlichkeiten, die sich unmittelbar aus den Kurven 
ablesen lassen, sind die, daB die oberste Schleimhautschicht, das 
Oberfliichenepithel, recht kriftige Esteraseaktivitét besitzt und 
daB auch die Aktivitét der Muskelschicht (muscularis mucosae) 
recht betrichtlich zu sein scheint, da keines der Esteraseprofile 
beim Ubergang vom Driisen- ins 
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Fig. 9. Esteraseverteilung in Duodenum On (18./12. 1933). 

Demselben Schleimhautzylinder wurden auch Schnitte zur Peptidasebestimmung entnommen; 
vgl. Fig. 6 Abh. XI und die strichpunktierte Kurve der vorliegenden Figur. 
(Esterase 25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°; Peptidase 25-u-Schnitte, 20 Minuten, 30°.) 
Fig. 10. Esteraseverteilung in Duodenum 11 (16./12. 1933). (25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 


starken Fall zeigt, einige (Fig. 1, 3, 4, 6, 7, 9) sogar wieder an- 
steigen. Diese Befunde stimmen mit den friiheren Angaben der 
Literatur gut iiberein. Fundus 6 (Fig. 6) scheint eine Ausnahme 
von der ersteren Regel zu bilden, doch ist dies durch die be- 
sonderen Verhialtnisse hier bedingt, was aus der histologischen 
Untersuchung (Abh. XIII) hervorgehen wird. 


B. Kontrollversuche. 


Die Kontrolle des Kontaktes zwischen Enzym und Sub- 
strat wurde am Beispiel der Fundusschleimhaut in der friiher 
beschriebenen Weise (Abh. IX) unter Verwendung von 1 X 25 u 
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und 2 x 12 w-Schnitten ausgefiihrt. Fig. 11 zeigt das Ergebnis 
dieses Versuches, aus dem hervorgeht, da innerhalb der Versuchs- 
fehler keine Stérungen bei der Verwendung von 25 u-Schnitten zu 
befiirchten waren, 


Was die Stabilitat des Enzymes beim Stehen mit Glycerin 
betrifft, so ist sie, wie Fig. 12 zeigt, ausreichend fiir die Be- 
dingungen dieser Versuche, obwohl ein leichter Aktivititsfall in 
den Schnitten, die 5 Stunden gestanden haben, unverkennbar ist. 
Die Glycerinbehandlung dauerte stets 21/, Stunden und wurde 
geniigend genau eingehalten, um die einzelnen Versuche unmittel- 
bar vergleichbar zu machen. 

Die Figuren 2—4, die mit 
demselben Schleimhautstiick nach 
verschieden langem Aufbewahren 
bei —10° gewonnen wurden, 
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Fig. 11. Esterase in Fundus 11 (2./12. 1933). 
Vergleich der Spaltungen von 2 x 12 ~ (A) und 1 x 25 w-Schnitten (OC) (5 Stunden, 40°.) 
Fig. 12. Pylorus 11 (28./11. 1933). 
Untersuchung des Einflusses der Einwirkung von 30°/, Glycerin auf die Esteraseaktivitat. 
A 2,5 Stunden in Glycerin; O 5 Stunden in Glycerin 
(25 u-Schnitte, 5 Stunden, 40°.) 


deuten méglicherweise ein langsames Fallen der Aktivitit waihrend 
der 13 Tage dauernden Versuchsperiode an. Doch ist die Cardia- 
schleimhaut auch in unmittelbar benachbarten Teilenso wechselnd ge- 
baut (vgl. Abh. XIIT), daB die Folgerung einer Instabilitit der Esterase 
bei — 10° im erwahnten Zeitraum aus diesen 3 Versuchen nicht 
sicher gezogen werden kann: es kann sich niimlich ebensowohl um 
riumlich, wie um zeitlich bedingte Aktivitiitsunterschiede handeln. 


Literatur. 


1. D. Glick, Diese Z. 228, 252 (1934); Compt. rend. Lab. Carlsberg 20, 
Nr. 5 (1934). 
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Krystallisiertes ¢-Follikelhormon aus Heng’stharn. 
Von 


Venancio Deulofeu und J. Ferrari. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut D. N. H., Buenos Aires, Argentinien. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1934.) 


In einer vor kurzem in der Nature’) erschienenen vorliufigen 
Mitteilung berichteten wir iiber die Isolierung einer Substanz 
mit hoher Brunstwirkung aus Pferdeharn, die aus rhombischen 
Krystallen besteht, bei 254—255° (korr.) schmilzt und die Schmelz- 
punktsprobe mit reinem a@-Follikelhormon gemischt besteht. 
Wir halten sie daher fiir identisch mit q@-Follikelhormon. 
Zondek?) hatte sein Vorkommen dort schon aus der hohen 
Brunstwirkung des Pferdeharns vorausgesehen. 

Die Menge krystallisierter Substanz, die wir im ersten Ver- 
such erhielten, war zu klein, um die Identifizierung vollstin- 
dig durchzufiihren. Als wir spiiter gréBere Mengen erhielten, 
fanden wir, daB ihre physikalischen und chemischen Kigenschaften 
mit denen des «-Follikulins von Butenandt und Stérmer’* 
weitgehend iibereinstimmten. 

Diese Forscher geben einen Schmelzpunkt von 255° an, 
fiir das Benzoat 217—217,5° und [a], = + 156—158°. Unsere 
Krystalle schmelzen bei 256°, und haben [@], =+ 165% Das 
Benzoat schmilzt bei 217,5° und das erstarrte Produkt bei 205°. 

Der Abweichung im Drehungsvermégen ist wenig Wert bei- 
zumessen, indem in der Literatur verschiedene Werte angegeben 
werden. Butenandt und Jacobi‘) fanden z. B. fiir e-Follikulin 
aus Pflanzen Werte zwischen + 159 + 170°. 

Wichtiger ist das Benzoat, welches doppelten Schmelzpunkt 
besitzt, eine Eigenschaft, die nach Butenandt und Stérmer 
fiir das Benzoat des «-Follikulins charakteristisch ist. Trotz 
mehrmaligem Umkrystallisieren kamen wir allerdings nur nahe 





1) Nature 133, 835 (1934). 

*) Nature 133, 209, 494 (1934); Ark. Kemi Min. Geo. 11B, Nr. 24 (1934). 
3) Diese Z. 208, 129 (1932). 

4) Diese Z. 218, 104 (19383). 
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an den Schmelzp. 220° heran, den diese Autoren fiir das «- 
Follikulin-Benzoat angeben. 

Auch der hohe Brunstwert unserer Krystalle, der mit dem- 
jenigen des Internationalen Standard Priparates Follikulin des 
Medical Research Council in London iibereinstimmt, deutet auf 
e-Follikulin. 

Die aus Hengstharn isolierte brunsterregende Sub- 
stanz ist also mit dem @-Follikulin aus Schwangeren- 
oder Stutenharn und mit dem einzigen krystallinischen 
pflanzlichen Tokokinin identisch. 

Die Isolierung und Charakterisierung dieses Brunsthormons 
laBt die Méglichkeit offen, im Pferdeharn auch noch andere 
brunsterregende Substanzen aufzufinden. 


Versuehsteil. 


Aus dem konzentrierten Extrakt von 50 Liter Pferdeharn 
wurde durch Zugabe einer alkoholischen Lisung von Semicarbazid }) 
ein Teil des Hormons abgetrennt. Man erhielt Semicarbazon- 
krystalle als feine Nadeln, die sich zu Biischeln vereinigten. 
Sie wurden abfiltriert und mit80°/, igem Alkohol griindlich gewaschen, 
bis sie ganz weif waren. Das rohe Semicarbazon schmilzt un- 
scharf bei 235°, ist aber geniigend rein fir die weitere Auf- 
arbeitung. Ks wurde durch ?/, stiindiges Kochen mit 10°/,igem salz- 
siurehaltigem Alkohol hydrolysiert. Dann wurde die Lisung mit 
Wasser verdiinnt und der Alkohol im Vakuum abdestilliert. Die 
so erhaltene triibe wiiBrige Lésung wird mehrere Male mit Ather 
extrahiert, der Ather wird mit verdiinntem Natriumcarbonat und 
dann mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. 

Der krystallinische, etwas gefiairbte Riickstand wurde schnell 
im Vakuum bei 230—250° sublimiert. Wir erhielten 75 mg 
Krystalle, die mit sehr wenig kaltem Ather gewaschen bei 254° 
(unkorr.) schmolzen. Mehrmals aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert, schmelzen sie bei 256° (korr.: 262°). Rhombische, 
farblose Platten. Mit «-Follikelhormon vom Schmelzp. 251—253° 
(korr.: 257—259°) ergaben sie einen Schmelzp. 258—260° (korr.). 
Die Schmelze ist weib-gelb und nicht rot, wie die aus Krystallen 
von Stutenharn, die Equilenin enthalten. 


13,6 mg in 2cem CHC],, « =+1,12° [a], + 164,7°% 





') Curtis, J. of Biol. Chem. 100, 28 (1933). 
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Benzoylierung: 5 mg Krystalle wurden in 4°/,iger Natronlauge 
gelist und in der iblichen Weise benzoyliert. Das erhaltene 
Produkt mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert gab prismatische 
Nadeln vom Schmelzp. 217,5° (korr.: 223°). Das erstarrte Produkt 
schmilzt bei 205° (unkorr.). Ein Mischschmelzpunkt mit reinem 
a-Follikelhormonbenzoat zeigte keine Depression. 


Physiologische Auswertung: Die Krystalle wurden an Ratten 
unseres Instituts gepriift. Dieser Stamm gibt einen hohen Prozent- 
satz Vollbrunst bei einmaliger Injektion von 0,3 y International 
Standard Follikulin in Ollésung. 

In derselben Weise wurden unsere aus Pferdeharn erhaltenen 
Krystalle gepriift. 

Dosis 0,317 y; Tiere: 6; Vollbrunst 5 (83°/,) 

Dosis 0,303 y; Tiere: 15; Vollbrunst 9 (60°/). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. 


1. Zur Kenntnis der Dehydrierung von Alkohol und Robison- Ester. 


Von 


Hans vy. Euler und Erich Adler. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1934.) 


Als Dehydrasen bezeichnet man nunmehr in der Regel die 
enzymatischen Komponenten der Oxydoreduktionssysteme ohne 
Riicksicht auf den Mechanismus der im System ablaufenden 
Oxydoreduktion, also ohne Riicksicht auf die Frage, ob die primire 
Wirkung dieser Enzyme in einer Aktivierung gewisser Wasser- 
stoffatome des Substrates (Wieland) besteht oder nicht. Man fabt 
also unter dem Begriff Dehydrasen solche an einer Reaktion oder 
Reaktionsfolge beteiligten Enzyme zusammen, durch welche aus 
einem wasserstoffreicheren Substrat mit héherem Reduktions- 
potential ein wasserstoffarmeres Reaktionsprodukt mit niedrigerem 
Reduktionspotential gebildet wird’). 

Diese Dehydrasesysteme im weiteren Sinne weisen grofe 
spezifische Verschiedenheiten gegeniiber verschiedenen dehydrier- 
baren Stoffen auf. Wie weit diese Spezifitaét sich erstreckt, 
ist noch unbekannt; Thunberg’), dem man grundlegende Unter- 
suchungen iiber Dehydrasen verdankt, nimmt bekanntlich eine 
sehr hohe Spezifitit, zB. gegeniiber den einzelnen Pflanzen- 
suuren, an. 

Viele Tatsachen sprechen jedenfalls dafiir, dab man zwischen 
mehreren groBen Gruppen von Dehydrasen unterscheiden muf, 
unter welchen Kohlehydratphosphat-Dehydrasen, die Kohlehydrat- 
dehydrasen*), die Siuredehydrasen, die Xanthindehydrasen 


1) Vgl. Euler, Ergebnisse d. Enzymforsch. 3, 135 (1934). ‘ 

*) Vgl. die Zusammenstellung von Thunberg, Lunds Univ. Arsskr. 
NX. F. Avd. 2, 30, Nr. 13 (1934). 

5) Das Co-Enzym der Glucose-Dehydrogenase nach Harrison [Bio- 
chem. J. 27, 382 (1933)] ist nach B. Andersson wahrscheinlich mit Co- 
Zymase identisch. 
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und die Alkohol- und Aldehyd-Dehydrasen wohl die wichtigsten 
sind, Zu einer festen Systematik dieser Enzymsysteme fehlen 
bis jetzt noch die experimentellen Unterlagen. Wihrend es viele 
hydrolytische Reaktionen gibt, die durch je ein einziges Enzym 
ohne weiteren spezifischen Aktivator katalysiert werden, diirften 
an der Mehrzahl der bisher bekannt gewordenen Dehydrase- 
systeme mehrere Stoffe beteiligt sein, und zwar auch mehrere 
Komponenten enzymatischer Natur. 

Die Notwendigkeit eines Co-Knzyms, und zwar der Co-Zymase 
fiir die enzymatische Dehydrierung wurde durch Arbeiten von Euler 
und Nilsson (1925) sowie Euler und Myrbick?) festgelegt. 

Es sind aber keineswegs nur die Kohlehydratphosphate bzw. 
Kohlehydrate, an deren Dehydrierung die Co-Zymase beteiligt ist. 
Wihrend Euler, Nilsson und Runehjelm’) bei Versuchen 
mit Apo-Zymase aus Trockenunterhefe keine Co-Zymaseaktivierung 
von Milchsiiuredehydrase nachweisen konnten — ein Ergebnis, 
das von B. Andersson’) bestiitigt wurde — konnte mit Extrakt 
aus Oberhefe von Andersson die Teilnahme der Co-Zymase 
wahrscheinlich gemacht werden. 

An Dehydrasen aus Pflanzensamen, welche Thunberg‘) in 
einer sehr ausgedehnten Untersuchung studiert hat, nimmt nach 
Befunden von Euler und Nilsson®) ebenfalls Co-Zymase teil. 

Holmberg®) fand im Thunbergschen Institut, daB an der 
enzymatischen Dehydrierung von Apfelsiiure und Milchsiure Co- 
Zymase als notwendiger Aktivator beteiligt ist. 

In diesem Institut konnte B. Andersson‘) zeigen, daB auch 
die Dehydrierung einer Reihe von anderen Donatorsubstanzen 
wie Zitronensiure, Athylalkohol, Glutaminsiure und Ameisensiure 
an die Gegenwart von Co-Zymase gebunden ist, wihrend er in 
seinen Systemen noch keine Aktivierung der Bernsteinsiiure- 
dehydrase durch Co-Zymase erzielte. 

Was den enzymatischen Teil der Kohlehydratdehydrasen 
bzw. der Dehydrasen von Kohlehydratphosphaten betrifft, so ist 
in den letzten Jahren ein bedeutender Fortschritt durch War- 


1) Euler u. Myrbick, Diese Z. 165, 28 (1927). 

*) Euler, Nilsson u. Runehjelm, Diese Z. 169, 123 (1927). 

*) B. Andersson, Diese Z. 217, 186 (1933); 226, 57 (1934). 

‘) Thunberg, Lunds Universitet Arsskrift N. F. avd. 2, Bd. 25, 1929. 

°) Euler u. Nilsson, Diese Z. 194, 260 (1931). 

*) Holmberg, K. Physiol. Siillsk. i Lund férh. Bd. 2, Nr. 7, 1932; 
Skand. Arch. Physiol. 68, 1 (1934). 
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burg und Christian’) erzielt worden, welche zeigen konnten, 


daB an der Dehydrierung der Hexosemonophosphorsiure ein 


| Enzym, das ,gelbe Ferment“ beteiligt ist, welches als prosthetische 
| Gruppe ein Flavin (Lyochrom) enthilt. Dieses gelbe Ferment ist 
 charakterisiert durch sein Absorptionsspektrum (Bande bei 495 mu 
und 465 mu) und durch ein bei Belichtung der Farbstoffgruppe 
'des Fermentes entstehendes Photoderivat von der Zusammen- 
| setzung C,,H,,N,O,. Durch Abspaltung des hochmolekularen 


12°\4 
proteinartigen Bestandteiles entsteht ein Farbstoff, dessen Identitit 


mit den von Ellinger und Koschara/?) sowie von Kuhn, 
Gyorgy und Wagner-Jauregg’) isolierten Flavinen zwar noch 
nicht erwiesen, aber iuBerst wahrscheinlich ist. 

Warburg und Christian haben ihr ,,gelbes Ferment“ an 
Hexosemonophosphorsiure als Substrat studiert. Sie fanden, daB 
in ihrem System zwei Enzyme vorhanden sind, ein ungefirbtes 
,2wischenferment“ und das ,gelbe Ferment“, welches als Sauer- 
stoffiibertriger fungieren kann. 

Warburg und Christian haben ihr gelbes Ferment aus 
Hefe gewonnen. Die weite Verbreitung hochmolekular gebundener 
Flavine wurde dann durch die Versuche von Adler‘) erwiesen 
und zwar geht aus diesen Untersuchungen hervor, daB in 
tierischem und pflanzlichem Material in der Regel der weit iiber- 


| wiegende Teil (80—100°/,) des anwesenden Gesamtflavins in hoch- 


molekularer Bindung vorliegt. Man kann annehmen, daf die Flavine 
in ihrer hochmolekularen Bindungsform als Flavinenzym fungieren. 
In der vorliegenden Arbeit berichten wir nun iiber die Beteili- 


' gung von Flavinenzym und Co-Zymase an der enzymatischen De- 


hydrierung von Alkohol sowie von Robisonester durch Dehydrasen 


| aus Hefe. 


Ganz besonders verdient die Dehydrierung der Bernstein- 
siure eine weitere eingehende Untersuchung, einerseits hinsicht- 


lich der Teilnahme des Flavinenzymes an dieser Dehydrierung 
/und andererseits hinsichtlich der Mitwirkung von Co-Zymase 


an dieser Reaktion. Man kann erwarten, daB diese Untersuchung 
1) Warburg u. Christian, Naturw. 20, 688, 980 (1932); Bio- 





chem. Z. 254, 488 (1982); 257, 492 (1983); 266, 377 (1933). 


*) Ellinger u. Koschara, Ber. chem. Ges. 66, 315 (1933). 
3} Kuhn, Gyérgy u. Wagner-Jauregg, Ber. chem. Ges. 66, 
317 (1933); 66, 576 (1933); 67, 898 (1934); IX. Congr. Intern. Quim., Madrid, 


| April 1934. 


*) Euler u. Adler, Arkiv Kemi 11B, Nr. 28, 1934; Euler, Adler 
u. Schlétzer, Diese Z. im Druck. 
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Aufschlu8 gibt iiber die Frage, ob die Co-Zymase an der eigent- 
lichen, ungefarbten Dehydrase oder aber am Flavinenzym zur 
Wirkung kommt. Auch die Dehydrierung der Milchsiure soll 
von diesen Gesichtspunkten aus aufs neue griindlich untersucht 
werden. Im iibrigen wird es notwendig sein, solche Dehydrasesysteme 
aufzusuchen, in welchen eine Flavinenzymkomponente nicht 
vorhanden ist, und in welcher somit nur eine ungefairbte De- 
hydrase zur Wirkung kommt. 

Ein solches System scheint nach der Mitteilung von Green 
und Dixon?) in der Xanthinoxydase vorzuliegen. Der Befund 
von B. Andersson’), daB an der Wirkung des Schardinger- 
enzymes Co-Zymase nicht beteiligt ist, legt die Vermutung nahe, 
da8 in Enzymsystemen, an welchen das Flavinenzym nicht beteiligt 
ist, auch die Co-Zymase keine Rolle spielt; es kénnte somit sein, 
daB die Co-Zymase der spezifische Aktivator des Flavinenzymes ist. 

Die Trennung der beiden Enzymkomponenten unseres De- 
hydrasesystems aus Apo-Zymaseextrakt, welche bisher auf Schwie- 
rigkeiten gestoBen ist, soll weiter versucht werden. 

Auch fiir die Erforschung des Mechanismus des enzymatischen 
Kohlehydratabbaues, an welchem ja Dehydrasen stets beteiligt 
sind, ist die Frage, mit welchem der beiden Enzyme die Wirkung 
der Co-Zymase verkniipft ist, von wesentlicher Bedeutung. 


Zur Methodik. 


Die Dehydrierungsversuche unter anaeroben Bedingungen wurden 
nach der Methylenblaumethode von Thunberg-Ahlgren‘) ausgefiihrt. 
Das Methylenblau ist in einigen Versuchen durch Flavin ersetzt. Die Ver- 
suchstemperatur betrug immer 30°. Fiir die aeroben Dehydrierungsversuche 
gelangte der Warburgapparat zur Anwendung, die Versuchstemperatur 
war auch hier 30°. 

Das in dieser Untersuchung verwendete Priparat von ,,gelbem Fer- 
ment“ wurde aus Stockholmer Unterhefe nach der von O. Warburg und 
W. Christian‘) gegebenen Vorschrift hergestellt. Aus dem Rohpriparat 
wurde nach dem von den genannten Autoren angegebenen ,,zweiten Reini- 
gungsverfahren“ ein gelbes, klar wasserlésliches Priparat erhalten, das auf 
Grund der fluorometrischen Bestimmung’) 0,15 mg Flavin pro Gramm ent- 





1) Green u. Dixon, Biochem. J. 28, 237 (1934). 

*) B. Andersson, Arkiv Kemi 11 A, Nr. 17 (1934). 

5) Thunberg in Oppenheimer-Pincussen, Methodik d. Fermente, 
S. 1118; Ahlgren in Abderhaldens Handbuch der biol. Arbeitsmethoden, 
IV. Teil 1, 671 (1925). 

*) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 

5) H. v. Euler u. E. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, 


Nr. 28, 1934. 
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bielt. Es stimmte auch in spektroskopischer Hinsicht mit den Warburg- 
schen Angaben iiberein. 

Die Co-Zymase ist nach den im hiesigen Institut ausgearbeiteten 
Methoden in hochgereinigtem Zustand dargestellt. Das Trockenpriparat 
ist charakterisiert durch den ACo-Wert 80000, die Konzentration der Lésung 
betrigt 110 Co/eem’). 


I. Das System der Alkoholdehydrase aus Hefe. 


1, Methylenblau als Acceptor. 

Von D. Miller’) wurde vor kurzem die Abtrennung der 
Alkoholdehydrase aus Hefezellen beschrieben. Er gewinnt durch 
Eintropfen von Lebedewsaft in Alkohol—Athergemisch und Trocknen 
der Fallung im Vakuum ein Fermentpriparat, das imstande ist, 
Isopropylalkohol zu Aceton zu dehydrieren. Dieser Vorgang ver- 
lauft sowohl anaerob unter Verwendung von Methylenblau als 
Wasserstoffacceptor, als auch aerob, und erfaihrt durch m/100-KCN 
keine Hemmung. Das Millersche Fermentpriparat enthalt ent- 
sprechend seiner Darstellung natiirlich noch Donatoren, sowie eine 
Reihe weiterer Dehydrasen, und demgem&B fand D. Miiller, daB 
bei Anwendung der Thunbergmethode ‘eine Entfairbung des 
Methylenblaus schon ohne Zusatz von Donatoren eintritt, und 
ferner, daB diese spontane Methylenblauentfarbung durch Zufiigung 
von verschiedenen Donatorsubstanzen, wie mehrwertigen Alko- 
holen, Milchsiiure, Citronensdure, Apfelsiiure eine Beschleunigung 
erfihrt. Die Beschleunigung der Methylenblauentfirbung in Gegen- 
wart von Athylalkohol ist ebenso gro8 wie die durch Isopropyl- 
alkohol hervorgerufene. 

Wie aus den Untersuchungen von Bengt Andersson’) be- 
kannt ist, bildet die von Euler und Myrbick isolierte Co-Zymase 
einen sehr wirksamen, fiir das vollstaindige System wahrscheinlich 
iiberhaupt unentbehrlichen Aktivator fiir viele enzymatische 
Dehydrierungen, so auch fiir die Alkoholdehydrase aus Pflanzen- 
samen (gepriift im Thunbergversuch), sowie fiir die Alkohol- 
dehydrase der Hefe (gepriift mit Sauerstoff als Acceptor). Es ist 
daher naheliegend, daB die alkoholdehydrierende Wirkung des 
Millerschen Priparates an die Anwesenheit von Co-Zymase ge- 
kniipft ist. Wir haben in einem nach den Angaben von D. Miller‘) 
gewonnenen Priparat mit Hilfe des Girversuches die vorhandene 





1) Vgl. z. B. K. Myrbiack, Ergebn. d. Enzymf., Bd. II, 139, 1933. 
?) Biochem. Z. 262, 239 (1933); 268, 152 (1934). 

8) Diese Z. 217, 186 (1933); 225, 57 (1934). 

*) Biochem. Z. 262, 239 (1933). 


14* 
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Co-Zymase quantitativ bestimmt’) und fanden einen ACo-Wert des 
Trockenpriparates von 880. Der Co-Zymasegehalt des Dehydrase- 
priparates liegt also schon so hoch, dab in Dehydrierungsversuchen 
mit Lésungen des Praparates eine Aktivierung durch zugesetzte 
Co-Zymase kaum mehr erwartet werden konnte. Wurde aber aus 
einer solchen Enzymlésung die Co-Zymase (gleichzeitig mit Donator- 
substanzen) durch Dialyse entfernt, so war keine dehydrierende 
Wirkung mehr vorhanden; letztere konnte aber nunmehr durch 
Zusatz von Co-Zymase wieder hergestellt werden. 

Versuch 1: 0,5 g Alkoholdehydrasepriparat nach Miller wurden 
mit 10 cem m/15-Phosphatpuffer p, = 7,6 gut verrieben, der ungeldste An- 
teil abzentrifugiert (,,Enzymlésung“). 5 ccm dieser Enzymlésung wurden aus 
einer Kollodiumhiilse gegen flieBendes Wasser 19 Stunden dialysiert, das 
Volumen der Lésung betrug dann 6,5 ccm (,,dialysierte Enzymlésung“). 

Als Co-Zymase kam hier wie in den folgenden Versuchen die Liésung 
eines hochgereinigten Priparates zur Verwendung. ACo-Wert = 80000, Kon- 
zentration der Lésung 110 Co/ecm. — Methylenblau 1: 5000. — 10°/,iger 
Athylalkohol. — m/15-Phosphatpuffer py = 1,6. 

















? _ | Dialys. : a : 
rei = awe -ly Co Puffer} Alkohol | Mb Entfirbungs 
Nr.| lésung | jeson g | Zymase zeit 
ecm ecm ecm ccm ccm ecm in Min. 
1] 0,5 _ nn 0,5 0,25 0,5 . 
21 0,5 _ _ 0,75 un 0,5 40 
3] 0,5 _ 0,25 | 0,25 0,25 0,5 . 
4 _ 0,5 on 0,5 0,25 0,5 | Nach 6 Stdn. 
keine Entfirb. 
5 — 0,5 0,25 | 0,25 0,25 0,5 65 























Die dialysierte Alkoholdehydraselisung besitzt also in 
Gegenwart von Co-Zymase eine miBige dehydrierende Wirkung 
gegen Alkohol. Die Umsatzgeschwindigkeit in diesem System 
kann jedoch durch Zusatz von Flavinenzym (,gelbem Ferment 
erheblich gesteigert werden; dies zeigt Versuch 2. 

Bei Gegentiberstellung der Versuchsansitze 2 und 4 erscheint 
die Verkiirzung der Entfairbungszeit noch nicht sehr betrichtlich; 
aber bei Anwendung einer so hohen Enzymkonzentration (0,5 ccm 
pro Ansatz) ist infolge des in der Enzymlésung schon vorhandenen 
Flavinenzyms die Geschwindigkeit auch ohne besonderen Zusatz 
von Flavinenzym relativ groB; die beschleunigende Wirkung des 
Flavinenzyms kommt jedoch in den Ansitzen 5—9 bei steigender 
Konzentration an Flavinenzym sehr deutlich zum Ausdruck. Aus 





1) Vgl. z.B. K. Myrbick, Ergebn. d. Enzymf. Bd. II, 139, 1933. 
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Versuch 2. ,,Dialysierte Enzymlésung“ und iibrige Zusiitze wie in 
Versuch 1. Flavinenzym: 0,1 g des auf S. 198 beschriebenen Priparates, in 
3,75 ecm Phosphatpuffer gelést. 0,1 ccm der Lésung enthilt 0,4 y Flavin. 























ialys. ia, . ° é 
ire : Flavin Co Puffer] Alkohol | Mb Entfarbungs 
Nr. lésung enzym ymase zeit 
ccm ccm ccm ccm ecm ecm in Min. 
1 0,5 — — 0,75 0,25 0,5 Nach 3 Stdn. 
keine Entfirb. 
21 0,5 _ 0,25 | 0,5 0,25 | 0,5 27 
3 — 0,25 0,25 | 0,75] 0,25 | 0,5 | Nach 3 Stdn. 
keine Entfirb. 
4] 0,5 0,25 0,25 | 0,25] 0,25 | 0,5 8 
51 0,25 ne 0,25 | 0,5 0,25 | 0,5 70 
6] 0,25 0,1 0,25 | 0,4 0,25 | 0,5 16 
7} 0,25 0,2 0,25 | 0,3 0,25 | 0,5 11 
8} 0,25 0,3 0,25 | 0,2 0,25 | 0,5 9 
9 0,25 0,5 0,25 _- 0,25 0,5 5 




















Ansatz 3 geht hervor, da8 Flavinenzym und Co-Zymase allein nicht 
zur enzymatischen Dehydrierung befihigt sind, sondern der Gegen- 
wart mindestens einer weiteren Komponente bediirfen, die von 
der ,,dialysierten Enzymlésung“ repriisentiert wird. 

Wir nehmen an, daB die wirksame Komponente der ,,dialysierten 
Enzymlésung“ eben die eigentliche, wasserstoffaktivierende Dehydrase 
im Sinne Wielands darstellt und daB es des Zusammenwirkens von 
Substrat, Dehydrase, Flavinenzym, Co-Zymase und des Wasser- 
stoffacceptors bedarf, um eine Oxydation des Alkohols herbeizu- 
fiihren. Wenn, wie die Ansitze 2 und 5 im obigen Versuch 
zeigen, schon ohne Zusatz von Flavinenzym eine mehr oder 
weniger rasche Entfirbung des Methylenblaus eintritt, so kann 
das nur ein Zeichen dafiir sein, daB die Enzymlésung selbst 
schon Flavinenzym enthilt. Dies ist erwartungsgemiéB auch der 
Fall. Nach fluorometrischer Bestimmung enthilt 1 ccm der Enzym- 
lisung 0,3—0,4 y hochmolekular gebundenes Flavin, fiir das 
Trockenpriparat ergibt sich demnach ein Flavingehalt von 7,5 bis 
10 y Flavin pro Gramm. 

Um einen schirferen experimentellen Beweis fiir die Beteili- 
gung von ,gelbem Ferment“ und Co-Zymase bei der enzymatischen 
Dehydrierung von Athylalkohol erbringen zu kiénnen, wire es not- 
wendig, ein Dehydrasepriparat zu verwenden, das vollig frei so- 
wohl von Flavinenzym als von Co-Zymase ist. Co-Zymasefreie 
Enzympriparate sind in Form der Apo-Zymase?) leicht zuginglich, 





1) Vgl. Myrbick, a.a. O. 
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die Apo-Zymase enthalt aber noch sehr erhebliche Mengen von Flavin- 
enzym. Hs ist daher verstindlich, daB Apo-Zymase bzw. Apo- 
Zymaseextrakte, durch Co-Zymase vervollstandigt, gut wirksame 
Alkoholdehydrasepraparate darstellen. 


Versuch 3. 2,0 g Apo-Zymase wurden mit 10 cem m/15-Phosphat- 
puffer py = 7,6 2 Stunden bei 30° geschiittelt, dann zentrifugiert. Die iiber- 
stehende gelbliche Lésung ist die ,,.Enzymlésung“. Sie enthilt pro Kubik- 
zentimeter 3 y Gesamtflavin bzw. 2—2,5 y nicht dialysierbares Flavin. 
Ubrige Zusiitze wie in den vorhergehenden Versuchen. 




















Nr,| Enzymlés. |Co-Zymase| Wasser Alkohol Mb_ |} Entfarbungs- 
ccm ccm ecm ccm ccm | zeit in Min. 

1 0,5 _ 0,5 0,25 0,5 360 

2 0,5 0,25 0,25 0,25 0,5 3 

3 0,5 0,25 0,5 ie 0,5 180 




















Es wurde nun versucht, durch Fiallung von Apo-Zymase- 
extrakten die Dehydrase anzureichern und ein in bezug auf Flavin- 
enzym verarmtes Priparat zu erhalten. Eine vollige Abtrennung 
des Flavinenzyms ist in den bisherigen Versuchen zwar noch 
nicht gelungen, jedoch sind die Effekte, die’ beim Zusatz von 
yreinem“ Flavinenzym auftreten, so deutlich, daB wohl auch die 
mit nicht ganz ,,reiner‘ Dehydrasekomponente durchgefihrten 
Versuche als beweisend angesehen werden diirfen. Ein gut halt- 
bares Trockenpriparat aus Apo-Zymase erhalt man, wenn man 
die von Miller fir den Lebedewsaft gegebene Vorschrift auf 
einen Apo-Zymaseextrakt iibertrigt. Die Darstellung des Ferment- 
priparates aus Apo-Zymase gestaltet sich dann folgendermaBen: 

12g Apo-Zymase werden mit 60ccm Wasser gut verrieben und 2Stunden 
bei 30° geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren erhilt man 35 ccm eines gelb- 
lichen Extraktes. Dieser wird unter gutem Riihren in ein Gemisch von 
250 cem 96-proc. Alkohol und 125 cem Ather langsam eingetragen. Die 
flockige Fallung wird abgesaugt, mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen 
und im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 0,7—0,8 g. 
Das Priiparat behalt beim Aufbewahren im Exsiccator seine Alkoholdehydrase- 
wirkung mindestens 2 Wochen unverindert bei. 

In diesem Trockenpriparat lassen sich 4—5 y nicht dialysier- 
bares Flavin pro Gramm nachweisen; infolgedessen ist, wenn im 
Laufe der Darstellung keine Schidigung der Dehydrase eingetreten 
ist, von diesem Priparat schon ohne Zusatz von gelbem Ferment 
eine Dehydrierungswirkung gegen Alkohol zu erwarten. Immerhin 
kann man durch geeignete Wahl der Konzentration der Kom- 
ponenten die Beteiligung des Flavinenzyms am Dehydrierungs- 
vorgang deutlich machen. 
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Versuch 4. 0,2 g Trockenpriparat aus Apo-Zymaseextrakt werden in 
5 eem Puffer gelést, zentrifugiert. Diese Enzymlésung gelangt in den An- 
sitzen 1—8 zur Verwendung; in den Ansitzen 9—10 ist sie auf das doppelte 
Volumen, in den Ansiitzen 11—14 auf das 6fache mit Puffer verdiinnt. 
Ubrige Zusitze wie friiher. 























Enzym- | Flavin- Co- Entfarbungs- 

Nr.| lésung | enzym | Zymase Puffer | Alkohol | Mb zeit 
ccm ecm ccm ecm ecm ccm in Min. 

1 0,5 — — 0,75 0,25 0,5 | Nach 38 Stdn. 

keine Entfirb. 
2] 0,5 _ 0,25 0,5 0,25 0,5 17 
3] 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 9 
4] 0,25 — 0,25 0,75 0,25 0,5 20 
5 | 0,25 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 6 
6] 0,1 a 0,25 0,9 0,25 0,5 24 
7] 0,1 0,25 0,25 0,65 0,25 0,5 6 
8] 0,5 0,25 0,25 0,5 oat 0,5 210 
9] 0,25 nt 0,25 0,5 0,25 0,5 26 
10} 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 7 
11] 0,5 _ 0,25 0,25 0,25 0,5 80 
12] 0,5 0,25 0,25 aa 0,25 0,5 7 
i3| 0,25 wh 0,25 0,5 0,25 0,5 34 
14] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 8 














Kin Fermentpriparat, das praktisch frei von Co-Zymase und 
sehr arm an gelbem Ferment ist, laBt sich durch Acetonfallung 
aus Apo-Zymaseextrakt gewinnen. Wiahlt man die Acetonmenge 
im Verhaltnis zum Volumen des Apo-Zymaseextraktes nicht zu 
hoch, so geht reichlich Alkoholdehydrase, aber nur wenig gelbes 
Ferment in die Fallung: 


12 g Apo-Zymase werden mit 60 ccm Wasser angeteigt und 2 Stunden 
bei 30° geschiittelt. Man zentrifugiert und fallt den Extrakt (35 cem) bei 0° 
mit dem halben Volumen gut gekiihltem Aceton. Die Fillung wird ab- 
zentrifugiert, die iiberstehende, noch gelb gefirbte Lésung abgegossen, die 
Fillung mit absolutem Alkohol von 0° verriihrt und abgesaugt. Man wiischt 
mit absolutem Alkohol und Ather und trocknet im Vakuumexsiccator iiber 
Schwefelsiure. Ausbeute 0,25—0,8 g. 

Mit Hilfe dieses Praparates li8t sich das Zusammenwirken 
der verschiedenen Komponenten deutlich demonstrieren (Versuch 5). 

Die im Ansatz 5 des folgenden Versuches auftretende Ent- 
firbungszeit von 75 Minuten beruht auf dem noch vorhandenen 
geringen Flavinenzymgehalt des Apo-Zymasepriparates; aber erst 
der Zusatz von Flavinenzym in geniigend hoher Konzentration 
vermag die Entfairbungszeit stark zu verkiirzen. 

DaB das Flavinenzym, wie von Warburg erkannt worden 
ist, auf Grund seiner reversiblen Farbstoffnatur wirksam ist, laBt 
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Versuch 5. 0,2g Acetonfillung aus Apo-Zymaseextrakt in 5 ccm 
Puffer gelést, zentrifugiert. Zusitze wie friiher angegeben. 

















Enzym- | Flavin- Co- Entfirbungs- 
Nr.} lésung | enzym | Zymase Paffer | Alkohol | Mb zeit ' 
ecm ccm ecm ccm ccm cmm in Min. 
1] 0,25 cane _ 0,75 0,25 0,5 | Nach 6 Stdn. 
keine Entfirb. 
2 0,25 0,25 —_ 0,5 0,25 0,5 desgl. 
3] 0,25 0,25 0,25 0,5 ae 0,5 desgl. 
it - 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 desgl. 
5 | 0,25 ae 0,25 0,5 0,25 0,5 15 
6 | 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 9 
7] 0,25 0,5 0,25 ol 0,25 0,5 5 























sich in folgendem einfachen Versuch auch fiir das von uns stu- 
dierte System der Alkoholdehydrase zeigen. Wenn man unter 
den Bedingungen des Thunbergversuchs das Methylenblau weg- 
laBt, so wird das Flavinenzym zum Wasserstoffacceptor, der keine 
Méglichkeit hat, sich zu reoxydieren. Ist das System in bezug 
auf die anderen Komponenten vollstiindig, so muB eine Ent- 
firbung der gelblichen Lésung eintreten: 


Versuch 6. Enzymlésung wie in Versuch 5. Loésung des Flavinenzyms: 
1 cem enthilt 4 y Flavin. Ubrige Zusiitze wie friiher. 



































Flavin- 
Enzym- Co- ar 
Alkohol - Puffe aus Kin- 
Nr. lésung | Zymase . net Entfirbung 
chen) 
ecm ecm ccm ecm ecm 
1] 0,1 0,1 _ 0,1 0,5 In 6 Stdn. keine 
Entfirbung. 
2 0,1 a 0,1 0,1 0,5 In 6 Stdn. keine 
Entfirbung. 
3 0,1 0,1 0,1 aa 0,5 Entf. tritt unmittel- 
bar nach der Mi- 
schung ein. 


Bringt man durch Offnen des Vakuumréhrchens 3 die ent- 
farbte Lésung mit Luft in Beriihrung, so erfolgt momentan die 
Reoxydation des Flavinenzyms, die Lisung nimmt wieder ihren 
urspriinglichen hellgelben Farbton an. 

Im folgenden Versuch wird gezeigt, daB zwei der am Alkohol- 
dehydrasesystem beteiligten Komponenten thermolabil sind, d. bh. 
Fermentnatur besitzen. Es sind dies unserer Voraussetzung 
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entsprechend erstens die eigentliche (ungefirbte) Dehydrase und 
zweitens das Flavinenzym. 


Versuch 7. Enzymlésung wie in Versuch 4, Ansatz 11—14. Lésung des 

Flavinenzyms: 1 ccm enthilt 4 y Flavin. Ubrige Zusitze wie friiher. Der 

Versuch wird so vorgenommen, da8 zunichst die mit einem * bezeichneten 

Zusitze in die Thunbergréhren eingefiillt und 10 Minuten auf 65° erwirmt 

wurden. Zu der abgekiihlten Mischung wurden dann die iibrigen Kom- 
ponenten zugegeben. 














Enzym- | Flavin- Co- . 
Nr.| lésung enzym | Zymase Puffer | Alkohol | Mb Entfarbungs- 
zeit in Min. 
ecm cem ecm ecm cem ecm 
0,5 0,25 0,25 | 0,25 0,25 0,5 1 
2] 0,5° 0,25 0,25 |0,25* | 0,25 0,5 | Nach 6 Stdn. 
keine Entfir- 
bung. 
3] 0,5 0,25* 0,25 | 0,25* | 0,25 0,5 80 























Es seien schlieBlich noch einige Versuche mit einem aus 
Trockenhefenextrakt gewonnenen Fermentpriparat beschrieben, 
das zwar noch Flavinenzym sowie Co-Zymase enthilt und des- 
halb in den empfindlichen anaeroben Methylenblauversuchen 
gegeniiber dem Zusatz dieser beiden Komponenten keine so deut- 
lichen Ausschlige liefert wie das aus Apo-Zymase gewonnene 
Priparat, sich aber infolge seines reichlichen Gehaltes an Alkohol- 
dehydrase fiir die Versuche, in denen Sauerstoff als Acceptor 
verwendet wurde (vgl. unten), als geeignet erwies. 

Das Priparat wurde dargestellt, indem 90 ccm ,,Lebedewsaft“ (Trocken- 
unterhefe mit der 3 fachen Menge Wasser bei 30° 2 Stunden extrahiert) bei 
0° mit 45 cem gekiihltem Aceton gefillt wurden. Die flockige Fillung 
wurde abzentrifugiert, die iiberstehende noch stark gelb gefirbte Lésung 
abgegossen, das Sediment mit absolutem Alkohol verriihrt, abgesaugt, mit 
absolutem Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. Ausbeute 1,4 g. Das Priiparat list sich zwar nicht voll- 
stindig in Wasser bzw. Phosphatpuffer Pu = 7,6, aber die klar zentrifugierte 
Liésung enthilt geniigend Dehydrase. Das Priparat ist weiter dadurch 
charakterisiert, daB es pro Gramm noch 4 y gebundenen Flavins und ferner 
auf Grund des Girversuches noch Co-Zymase in einem Betrag von 400 Co 
pro Gramm enthilt. Auf seinen Gehalt an Donatorsubstanzen weisen die 
Ansiitze 1—3 der folgenden Tabelle (Versuch 8). 

Von Interesse war endlich noch die enzymatische Wirk- 
samkeit des von O. Warburg und W. Christian!) dargestellten 
,4wischenfermentes* aus Hefe. Es sei bemerkt, daB mit dem 





1) Biochem. Z. 264, 438 (1932); 266, 377 (1933). 
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10cem m/15-Puffer gelést, zentrifugiert. 
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Versuch 8. Enzymlésung: 0,25g Acetonfillung aus ,,Lebedewsaft* in 


Ubrige Zusiitze wie friiher. 




















Enzym- | Flavin- Co- | Puffer | Alkohol | Mb | Entfarbungs 
Nr.} lésung | enzym | Zymase seit in Min z a 
ecm ccm ecm ccm ccm com 
i] 0,5 oi 0,25 | 05 ne 0,5 157 
2 0,5 0,25 — 0,5 — 0,5 Nach 6 Stdn. 
keine Entf. 
31 05 0,25 0,25 | 0,25 ine 0,5 110 
4] 05 vie oa 0.5 0,25 | 05 125 
51 0,5 i 025 | 025 | 025 | 05 10 
6} 0,5 0,25 va 025 | 025 | 05 43 
7| 05 0,25 0,25 ta 025 | Ob 1 

















»Lebedewsaft* aus unserer Stockholmer Unterhefe die Gewinnung 
dieses Fermentpraparates nicht in derselben Weise verlief, wie 
es die Autoren angeben. So erhilt man beim Verdiinnen und 
Einleiten von Kohlensiure im Versuch mit unserer Hefe nur eine 
geringfiigige Triibung an Stelle eines Niederschlages. Dies riihrt 
wohl daher, daB der ,,Lebedewsaft“ aus Stockholmer Unterhefe im 
allgemeinen armer an Extraktivstoffen ist, als der aus anderen 
Hefesorten. Nach Lebedew gewonnener Extrakt aus unserer 
Stockholmer Hefe ist ja im iibrigen auch durch sein mangelndes 
Garvermégen gekennzeichnet. Das nach Warburg und Chri- 
stian gewonnene ,,Zwischenferment“ enthalt aber immerhin 
Alkoholdehydrase, die durch Flayinenzym sowie Co-Zymase er- 
ginzt werden kann. 


Versuch 9. Enzymlésung: Nach den Angaben von O. Warburg 
und W. Christian gewonnene Lésung von ,,Zwischenferment“ aus Lebedew- 
saft von Stockholmer Unterhefe. Ubrige Zusiitze wie friiher. 



































Enzym- | Flavin- Co- Entfirbungs- 

Nr. lésung | enzym | Zymase Puffer} Alkohol Mb zeit 

ccm ccm ccm ccm ccm ecm in Minuten 

1 0,25 — 0,25 0,5 0,25 0,5 65 
2 0,25 0,25 — 0,5 0,25 0,5 Nach 3 Stdn. 
keine Entfirb. 

3 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 . 

4 0,5 0,25 0.25 0,25 0,25 0,5 7 


2. Flavin als Acceptor. 
Von Th. Wagner-Jauregg und Mitarbeitern') wurde die 
Acceptoreigenschaft von Flavinen in enzymatischen Dehydrierungs- 





) Wagner-Jauregg u. Ruska, Ber. chem. Ges. 66, 1298 (1933); 
Wagner-Jauregg, Rauen u. Moller, Diese Z. 224, 67 (1934). 
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systemen gefunden. Ob dieser Fahigkeit der Flavine eine bio- 
logische Bedeutung zukommt, erscheint, wie wir schon friiher!) 
bemerkten, recht fraglich, einmal deswegen, weil die Flavine infolge 
ihres sehr niedrigen Reduktions—Oxydationspotentials wenigstens 
in den Modellversuchen meist recht betrichtliche Entfairbungs- 
zeiten aufweisen und ferner, weil nach unseren Untersuchungen 
die Flavine sowohl in tierischen wie auch in pflanzlichen Organen 
und Geweben der Hauptsache nach in Form des Flavinenzyms 
angetroffen werden. Dagegen wire die von Wagner-Jauregg 
geiiuBerte Vermutung, daB in allen den Fallen, wo Flavine als 
Wasserstoffacceptoren fungieren kénnen, gelbes Ferment im System 
wirksam beteiligt ist, von wesentlicher Bedeutung fiir die Er- 
kennung solcher Dehydrierungsvorgiinge. Ob die Vermutung zu- 
trifft, wird sich bald des Niheren zeigen lassen”). Wir finden in 
unserem System der Alkoholdehydrase, da8 Lactoflavin als Wasser- 
stoffacceptor fungieren kann und dabei genau wie das Methylenblau 
von der Gegenwart aller Komponenten, also der Dehydrase, des 
Flavinenzyms und der Co-Zymase abhingig ist. Die Umsatz- 
geschwindigkeit ist bei Anwendung von Flavin wesentlich geringer 
als mit Methylenblau. 


Versuch 10. Enzymlésung wie in Versuch 5. Ubrige Zusiitze wie 
gewohnlich, nur an Stelle von Methylenblau wiBrige Lésung von krystalli- 
siertem Lactoflavin: 1 ccm = 50». 























Enzym- | Flavin- Co- Lacto- | Entfirbungs- 
Nr] lésung | enzym | Zymase Pais} Alkohol flavin zeit 
eem ccm ecm cem ecm ecm in Minuten 
1] 0,25 0,25 0,25 | 0,5 _ 0,5 | Nach 8 Stdn. 
keine Entfirb. 
2 0,25 0,25 = 0,5 0,25 0,5 Nach 3 Stdn. 
keine Entfirb. 
31 0,25 —_ 0,25 | 0,5 0,25 0,5 | Nach 2 Stdn. 
Aufhellung 
4 — 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 Nach 8 Stdn. 
keine Entfirb. 
5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 20 
6] 0,25 0,5 0,25 — 0,25 0,5 16 








1) H.v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 223, 105 (1934). 
*) Vgl. Wagner-Jauregg, Rauen u. MOller, Nachtrag zur Arbeit 
a. a. O. 











3. Sauerstoff als Acceptor. 


Die Frage, ob Alkoholdehydrase zur direkten Reaktion mit 
Sauerstoff befahigt ist, ist viel diskutiert worden. Sie ist nunmehr 
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fir die Alkoholdehydrase der Hefe verneinend zu beantworten, 
denn es bedarf hier ebenso wie bei der Reaktion mit Methylen- 
blau eines reversiblen Farbstoffkatalysators, nimlich des Flavin- 
enzyms. So entsteht eine KCN-unempfindliche Atmung, die ein 
Modell fiir die KCN-unempfindliche Sauerstoffzehrung des Lebedew- 
saftes darstellt. Im folgenden Versuch, der im Warburgapparat 
ausgefiihrt ist, wird gezeigt, dab die Dehydrierung des Alkohols 
in Sauerstoff nur bei Anwesenheit von Dehydrase, Flavinenzym 
und Co-Zymase vor sich geht. Als Fermentpriparat gelangte die 
oben beschriebene Acetonfallung aus Trockenhefeextrakt zur Ver- 
wendung. Entsprechend dem Gehalt des Praparates an Flavin- 
enzym und Co-Zymase (vgl. 8.205) werden schon schwache Sauer- 
stoffaufnahmen erhalten, auch wenn einer dieser beiden Faktoren 
noch nicht zugesetzt worden ist. 

Da8 es sich bei der mit unseren Co-Zymasepraparaten erwiesenen 
Aktivatorwirkung tatsaichlich um die Wirkung der Co-Zymase, also 
des Co-Enzyms der alkoholischen Girung handelt, und daB nicht etwa 
eine Verunreinigung der Co-Zymasepriparate fiir die Aktivator- 
wirkung in diesen Versuchen verantwortlich gemacht werden kann, 
geht daraus hervor, daB unter Bedingungen, bei denen bekannter- 
weise die Co-Zymase eine Inaktivierung erleidet, auch die Aktivator- 
wirkung des Praparates in den Dehydraseversuchen verschwindet. Im 
iibrigen ist der Reinheitsgrad der von uns angewandten Co-Zymase- 
praparate ein so hoher (ACo = 80000), daB eine eventuelle wirk- 


Versuch 11. 0,5g Acetonfillung aus Lebedewsaft (vgl. S. 205), in 
10 cem Puffer gelést, zentrifugiert. — Flavinenzym: 1 ccm enthilt 6 y Flavin. 
— Co-Zymase: ACo = 80000; Konzentration der Lésung: 110 Co pro cem. 
— Inaktivierte Co-Zymaselésung: bei py = 3 (salzsauer) im zugeschmolzenen 
Rohr 3 Stunden auf 100° erhitzt, wieder neutralisiertt. — KCN m/10; 
Gesamtkonzentration m/200. Der Versuch wird im Warburgapparat aus- 
gefiihrt. Temperatur 30°. 















































Flavin- O,-Aufnahme 

Enzym- | enzym Co- nach Minuten 
Nr lésung (aus An- Zymase Puffer Alkohol KCN 15 ! 30 | 45 | 60 
hang) 

ecm ecm cem ecm ecm ecm emm O, 

1] 1,0 0,5 0,5 3,0 i — |15/34] 50! 62 
2 0,5 0,5 3,0 1,0 ee ee ee ee 
ss up we 0,5 2,5 1,0 — |17/32| 45| 56 
4] 1,0 0,5 _ 2,5 1,0 — |10/17| 31] 41 
4) 1,0 0,5 0,5 2,0 1,0 — |42) 79| 112/138 
6] 1,0 0,5 0,5 1,75 1,0 | 0,25 155] 96| 142} 188 
71 1,0 0,5 0,51) | 2,0 1.0 — [10/16] 23] 28 





1) Inaktivierte Co-Zymaselésung (vgl. oben). 
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same Beimengung eine unwahrscheinlich groBe Aktivitit pro 
Gewichtseinheit haben miBte und somit die Wirksamkeit unserer 
Aktivatorfallung mit groBer Sicherheit auf das Co-Enzym der 
alkoholischen Giarung (Co-Zymase) zuriickgefiihrt werden kann. 

Weiterhin geht aus dem Versuch die KCN-Unempfindlichkeit 
der Sauerstoffiibertragung hervor. 


II. Das System der Hexosemonophosphat-(Robisonester-) 
dehydrase aus Hefe. 
1. Methylenblau als Acceptor. 

In ihren Versuchen iiber die Wirkungsweise des gelben 
Ferments haben O. Warburg und W. Christian als Dehydrase 
ein ,Zwischenferment“ aus Unterhefe bzw. aus Rattenblutzellen 
und ein Co-Ferment aus Pferdeblutzellen angewandt. Im Hinblick 
auf die Erfahrungen, die iiber die Beteiligung der Co-Zymase an 
Dehydrierungsvorgingen gemacht worden sind, erschien es wichtig 
zu untersuchen, ob das Warburgsche Co-Ferment durch Co- 
Zymase ersetzbar sei. DaB Co-Zymase ein unentbehrlicher Akti- 
vator fiir die Dehydrierung von Hexosemonophosphat bei Verwen- 
dung von Apo-Zymase als Enzymquelle ist, konnten H. v. Euler 
und EK. Klussmann}?) schon vor einiger Zeit nachweisen. In Be- 
stitigung dieser friiheren Befunde sei hier nur noch ein neuerer 
Versuch angefiihrt. 


Versuch 12. 2g Apozymase werden mit 10 ccm Puffer 2 Stunden 
bei 30° extrahiert; die abzentrifugierte Lésung stellt die Enzymlésung dar. 
— Hexosemonophosphorsaures Ca (nach Robison): m/10-Lésung (Hmph.). — 
Ubrige Zusitze wie friiher. 














Enzym- Co- 
Nr. | lésung | Zymase | Wasser | Hmph. | Mb Entfirbungszeit 
cem cem ecm ecm ecm 
1 0,5 — 0,5 0,25 0,5 Etwa 6 Stunden 
2 0,5 0,25 0,25 0,25 0,5 3 Minuten 




















Die Wahrscheinlichkeit, daB in dem von Warburg studierten 
System Co-Zymase als Co-Ferment fungieren kann, erscheint nach 
allem sehr groB, und die folgenden Versuche sprechen sehr weit- 
gehend fiir diese Anschauung. Wir miissen eine, wie wir glauben, 
allerdings unwesentliche Einschrinkung machen. Wir konnten 
bisher als Enzymquelle nicht das yon Warburg beschriebene 
»Zwischenferment“ verwenden; wie 8. 206 ausgefiihrt, scheint unser 
,Luebedewsaft“ zur Darstellung dieses Priparates nicht geeignet zu 





1) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 11B, Nr. 23 (1933). 
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sein. Das auf S. 206 beschriebene ,,Zwischenferment“ aus unserem 
., ebedewsaft* zeigte wohl nach Zusatz von Flavinenzym und Co- 
Zymase alkoholdehydrierende Wirkung, erwies sich jedoch gegen 
Robisonester als auBerst schwach wirksam. 

Wir muBten daher ein anderes Enzympriparat als Hexose- 
monophosphatdehydrase anwenden. Das Alkoholdehydrasepriparat 
nach Miller besitzt, wie wir fanden, eine starke Dehydrierungs- 
wirkung gegen Hexosemonophosphat, jedoch ist bei dem verhiilt- 
nismiBig hohen Gehalt dieses Priparates an Flavinenzym sowie 
an Co-Zymase nur ein geringer Effekt zu erwarten, wenn man 
diese beiden Komponenten noch hinzufiigt. Ersetzt man z. B. in 
Versuch 1, Ansatz 1, den Alkohol durch 0,25 ccm einer ™/,,- 
Lésung von Robisonester, so betragt die Entfirbungszeit des 
Methylenblaus nur 4 Minuten. Sie wird durch Zusatz von 
0,25 ccm Flavinenzymlésung auf 1—2 Minuten verkiirzt. Immer- 
hin lassen sich deutliche Ausschliige erzielen, wenn man durch 
Anwendung einer stirkeren Methylenblaulésung die Entfirbungs- 
zeiten verlingert. 


Versuch 13. Enzymlésung wie in Versuch 1. Methylenblaulésung 
1:2000. Ubrige Zusiitze wie friiher. 






































Enzym- Flavin- Co- Puffer Hm h Mb * ° 
. > ph. Entfirbungszeit 
Nr. — yo gy — ccm | cem | ccm in inten 

1 0,5 — 0,25 0,5 0,25 0,5 7 

2 0,5 0,25 0,25 0,25 | 0,25 0,5 4 

3 0,25 — 0,25 0,5 0,25 0,5 16 

4 0,25 0,25 0,25 0,25 | 0,25 0,5 11 

5 0,25 0,5 0,25 — 0,25 0,5 8 

6 0,1 o 0,25 0,65 | 0,25 0,5 73 

7 0,1 0,25 0,25 0,4 0,25 0,5 58 


Aus diesen Werten lift sich eine Aktivierung des Systems 
durch Flavinenzym ablesen, cagegen sagt der Versuch itiber die 
Beteiligung der Co-Zymase noch nichts aus. Die Co-Zymase- 
freien Fermentpriiparate aus Apo-Zymase, wie sie als Alkoholde- 
hydrasequellen verwendet wurden, waren gegen Robisonester nur 
sehr wenig wirksam. Offenbar ist die Hexosemonophosphatdehy- 
drase der Hefe weitaus empfindlicher gegen organische Lésungs- 
mittel als die Alkoholdehydrase. 

Eine Beeinflussung der Hexosemonophosphatdehydrierung 
durch gelbes Ferment und Co-Zymase konnte aber durch Ver- 
wendung des aus ,,Lebedewsaft“ durch Acetonfallung erhaltenen 











stems 
r die 
nase- 
olde- 
r nur 
Jehy- 
ungs- 


rung 
Ver- 


tenen 





Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. 911 


Praparates (vgl. S. 205) erwiesen werden. Dieses Praparat ent- 
halt ja weniger als die Hialfte der Co-Zymasemenge, die sich im 
Dehydrasepraparat nach Miller findet. 


Versuch 14. Enzymlésung: 0,25 g Acetonfillung aus Lebedewsaft 
in 10 cem m/15-Puffer, zentrifugiert. Ubrige Zusiitze wie friiher, aber in 
Versuch 5—8 Methylenblaulésung 1: 2000. 














Enzym- | Flavin- Co- Entfirbungs- 
Nr. evmae enzym | Zymase Puffer) Hmph. | Mb zeit 
ce ecm ccm ecm ecm ecm in Min. 

1] 0,5 _ — 0,5 0,25 0,5 17 

21 0,5 _ 0,25 0,25 | 0,25 0,5 6 

31 0,5 0,25 — 0,25] 0,25 | 0,5 6 

4] 0,5 0,25 0,25 — 0,25 0,5 1,5 

5| 0,5 oe se wi 0,25 0,5 63 

6] 0,5 0,25 _ 0,25 | 0,25 0,5 36 

7] 0,5 an 0,25 0,25 | 0,25 0,5 21 

gs] 0,5 0,25 0,25 ae 0,25 0,5 12 























2. Flavin als Acceptor. 

Wie im Falle der Alkoholdehydrase kann auch im System 
der Hexosemonophosphatdehydrase Flavin als Acceptor fungieren, 
wobei es als sicher erscheint, daB auch in diesem Falle das voll- 
stindige Dehydrasesystem (Dehydrase, Flavinenzym und Co-Zymase) 
notwendig ist. 


Versuch 15. Enzymlésung wie in Versuch 1. An Stelle der Methylen- 
blaulésung gelangt eine Lésung von krystallisiertem Ovoflavin aus frischem 
Eiklar’) (1 cem = 50 y) als Acceptor zur Verwendung. 














Enzym- | Flavin- Co- Ovo- | Entfirbungs- 
Nr. rreaitend enzym | Zymase Puffer} Hmph. flavin zeit ; 
cem eem ecm ccm ccm ccm in Min. 
1 0,25 — 0,25 0,5 0,25 0,5 Aufhellung 
nach 10 Stdn. 
2 0,5 — 0,25 0,25 0,25 0,5 desgl. 
3] 0,25 0,25 st 0,5 0,25 0,5 110 
4] 0,25 0,25 0,25 0,25} 0,25 0,5 46 
5 | 0,25 0,5 0,25 ons 0,25 0,5 21 























3. Sauerstoff als Acceptor. 

Wie weiter oben schon ausgefiihrt wurde, kann der folgende 
Versuch nicht als véllig parallel der Warburgschen Anordnung 
betrachtet werden, da wir ein andersartig gewonnenes Dehydrase- 
priparat verwendeten. Die gleichartige Herkunft des Warburg- 
schen und unseres Priparates aus Hefesaft macht es aber in 
hohem Grade wahrscheinlich, daB ein prinzipieller Unterschied 





1) Wir verdanken die krystallisierten Flavinpriparate Herrn Professor 
P. Karrer, Ziirich. 
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in bezug auf die beiden enzymatischen Bestandteile, Dehydrase 
und Flavinenzym, nicht besteht und die Verwendung der Co-Zymase 
in unserem Versuch der Verwendung von Warburgschem Co-Fer- 
ment entspricht. 


Versuch 16. 0,5 g Acetonfallung aus Lebedewsaft (vgl. 8.205) in 10 ccm 
Puffer, zentrifugiert. ‘Flavinenzym: 1 ccm enthilt 6 y Flavin. Ubrige Zu- 
sitze wie in Versuch 11. 









































Flavin- O,-Aufnahme 

Enzym- | enzym Co- nach Minuten 

. aus An- Puffer}Hmph.] KCN | 
Nr.| lésung yt Zymase 15 | 30 | 45 | 60 

ecm ccm ecm ccm | ccm | cem emm QO, 
1} 1,0 0,5 0,5 eo — |15]| 34] 50] 62 
2i — 0,5 0,5 3,0 | 10 | — | 10] 20] 29] 31 
31 1,0 ada 0,5 25 110 | — | 7] 21] 84] 40 
4] 1,0 0,5 me 25 | 10 | — | 18] 42] 68] 7% 
5} 1,0 0,5 0,5 20 | 10 | — | 64 | 118] 174} 220 
6] 1,0 0,5 0,5 1,75 | 1,0 | 0,25 | 51 | 88/1384] 174 
7} 1,0 0,5 0,54) | 20 | 10 | — | 24] 36] 50] 63 











Aus dem Versuch geht hervor, daB in das System der Hexose- 
phosphatdehydrase Flavinenzym und Co-Zymase als wirksame 
Bestandteile eingehen. KCN hemmt die Sauerstoffiibertragung 
nicht wesentlich, es handelt sich also, wie bei der Alkohol- 
dehydrase, zumindest der Hauptsache nach, um eine (schwermetall- 
freie) Katalyse durch das gelbe Ferment, genau wie in dem von 
Warburg studierten System. Um das gegenseitige Verhiltnis 
des Warburgschen Co-Fermentes und der Co-Zymase zu kliren, 
bedarf es noch eines direkten Vergleiches hinsichtlich der Ver- 
tretbarkeit beider Co-Fermente sowohl im Atmungs- als auch im 


Girversuch. 
Zusammenfassung. 


Aus der vorliegenden Untersuchung iiber die Beteiligung des 
Flavyinenzyms und der Co-Zymase an Dehydrierungen heben wir 
folgende Ergebnisse hervor: 

1. Die enzymatische Dehydrierung von Athylalkohol durch 
Hefenextrakt erfolgt durch Zusammenwirken einer ungefarbten 
Dehydrase, des Flavinenzymes (gelben Fermentes, Warburg) und 
der Co-Zymase. 

2. In dem von uns studierten Enzymsystem der Hefe, welches, 
wie das von Warburg und Christian beschriebene, Robisonester 
dehydriert, ist ebenfalls Co-Zymase wirksam. Der enzymatische 
Teil auch dieses Systems enthalt Flavinenzym. 

1) Inaktivierte Co-Zymase (vgl. Versuch 11). 
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Uber die Fettsauren der Phosphatide 
und der fliissigen Triglyceride des Herzmuskels vom Rinde. 


(9. Mitteilung tiber Phosphatide?).] 


Von 


E. Klenk und F. Ditt. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1934.) 





In ahnlicher Weise wie fiir die Phosphatide der Rindsleber?) 
haben wir auch fiir die Phosphatide des Herzmuskels vom Rinde 
die quantitative Zusammensetzung des bei der Spaltung auftreten- 
den Fettsiuregemischs ermittelt. 




















Phosphatide Fliissige Triglyceride 
Feste — ” Feste Fliissige 
Fettsiuren Fitissige Fetteiuren Fettsiuren | Fettsiuren 
Menge Menge /|Grad der Un-| Menge Menge 
lo | "lo gesittigtheit *) "lo °lo 
Crs 14 5 22 12**) 
G.. 21 45 —3,5 H 20 45 
C 14 —5,6 H 
Ge. 1 —6,5 H open . 














Wir kommen damit zu etwas anderen Zahlen als W. R. Bloor’), nach 
welchem das Gemisch der ungesittigten Fettsiuren von Kephalin bzw. 
Lecithin des Rinderherzmuskels zu 6°/, bzw. 6°/, aus Arachidonsiure, zu 70 
bis 93°/, bzw. 38—48°/, aus Linolsiure und der Rest aus Olsiure besteht. 





*) Nach dem Vorgang von Guha, Hilditch u. Lovern [Biochemic. 
J. 24, 266 (1930)], ausgedriickt durch die Zahl der H-Atome, die bis zur 
vollstindigen Sittigung fehlen. 

**) Es handelt sich wohl nicht ausschlieBlich um ungesittigte Sduren 
(Palmitoleinsiure?). Die Méglichkeit besteht, daB darunter auch gesiittigte 
Fettsiiuren (Palmitin- und Myristinsiure) vorhanden sind. 

) 8. Mitteilung: Diese Z. 221, 259 (1933). 

2) Diese Z. 209, 112 (1932). 

5) J. of Biol. Chem. 68, 55 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. OCXXVI, 15 
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Bloor bestimmte den Gehalt an Arachidonsiure aus dem Gewicht der 
itherunléslichen Bromkérper und die iibrigen Zahlen wurden auf Grund 
der Jodzahl der ungesittigten Siuren unter der Voraussetzung errechnet, 
da8 nur die drei genannten Fettsiuren vorhanden sind. Nun entstehen aber 
bei der Bromierung der Arachidonsiiure und anderer hochungesittigter Fett- 
siuren auBer den 4dtherunléslichen auch noch dtherlésliche Polybromide. 
Da weiterhin nach den vorliegenden Beobachtungen unter den Séuren der 
C,,..--Gruppe neben der Ol- und Linolsiure noch eine Siure mit min- 
destens 3 Doppelbindungen, unter den Siuren der C,,...-Gruppe neben 
Arachidonsiure noch Siuren mit weniger als 4 Doppelbindungen und auBer- 
dem aber auch noch kleinere Mengen von hochungesittigten Sauren der 
C,,...-Gruppe vorkommen, so ist auf dem von Bloor eingeschlagenen 
Wege eine einigermaBen zuverlissige Bestimmung der Fettsiuren nicht 
méglich*). Doch méchten wir darauf hinweisen, daB auch unsere Methode 
insofern noch nicht véllig befriedigt, als bei der Destillation mit einem 
Verlust an hochungesittigten Siuren durch Polymerisation gerechnet werden 
mub. Dieser Verlust diirfte sich vor allem bei den Siuren der C,,...- 
Gruppe bemerkbar machen, so da hier mit groBer Wahrscheinlichkeit zu 
niedrige Werte gefunden werden **). 


Nachdem vor kurzem E. Klenk und O.v.Schénebeck}) das 


Vorkommen der ungesi&ttigten C,,...- und C,, ...-Saiuren in den 
véllig phosphatidfreien Leberélen festgestellt hatten, war die 
Méglichkeit in Betracht zu ziehen, da sich ganz allgemein die 
Triglyceride der Organe mit lebhafterem Stoffwechsel in diesem 
Punkt von dem Depotfett unterscheiden, in welchem diese Siuren 
nur spurenweise enthalten sind. Wir haben deshalb auch noch 
die phosphatidfreien fliissigen Triglyceride***) des Herzmuskels auf 
die Gegenwart dieser Saéuren gepriift und gleichzeitig auch die 
genauere Zusammensetzung des Fettsiuregemischs ermittelt. 
Nennenswerte Mengen der gesuchten Saéuren wurden nicht an- 
getroffen. Sie sind ebenso wie im Depotfett héchstens spuren- 
weise vorhanden. Die gefundene Zusammensetzung (vgl. oben- 
stehende Tabelle) stimmt sehr nahe iiberein mit der des Fettes 
aus dem Fettgewebe vom Rinde, woriiber vor kurzem Banks und 
Hilditch?) genauere Angaben gemacht haben. 





*) Derselbe Einwand gilt auch fiir die verbesserte Methode, nach 
welcher kiirzlich R. H. Snider und W. R. Bloor [J. of biol. Chem. 99, 555 
(1932/33)] die ungesittigten Fettsiuren des Leberlecithins bestimmt haben. 

**) Weitere Verluste an hochungesittigten Fettsiuren ergeben sich auch 
infolge der Bildung von teerartigen Produkten wihrend der Veresterung mit 
methylalkoholischer Schwefelsdure. 

***) Es konnten nur die fliissigen, nicht dagegen die festen Triglyceride 
vollig phosphatidfrei erhalten werden. 

1) Diese Z. 209, 112 (1932). 

*) Biochemie. J. 25, 1168 (1931). 











- der 
rund 
hnet, 
aber 
Fett- 
nide, 
) der 
min- 
eben 
uBer- 
. der 
enen 
nicht 
hode 
inem 
orden 


it zu 


das | 


den 
die 
die 
sem 
uren 
noch 
: auf 
die 
ttelt. 
an- 
ren- 
ben- 
attes 
und 


nach 
, 555 
aben. 
auch 
>» mit 


eride 





Uber die Fettsiuren der Phosphatide usw. 915 


Die Phosphatide. 


Da die experimentellen Einzelheiten iiber Darstellung und weitere 
Aufarbeitung der Phosphatide und Glyceride schon in den friiheren Mit- 
teilungen [insbesonders 5. Mitteilung’)] eingehender beschrieben worden 
sind, kénnen wir uns in der vorliegenden Mitteilung im wesentlichen auf 
die Wiedergabe des experimentellen Zahlenmaterials beschrinken. Beziig- 
lich der Darstellung der Ausgangsprodukte sei nur vermerkt, da8 bei 
den Herzphosphatiden die véllige Abtrennung der Triglyceride infolge der 
Anwesenheit von in Aceton schwerléslichem, festem Fett gréBere Schwierig- 
keiten macht als bei den Leberphosphatiden. Die Reinigung der Phospha- 
tide durch Fillung aus der itherischen Lésung mit Aceton muB hier so oft 
wiederholt werden, bis die der Fallung der Phosphatide nachfolgende Ab- 
scheidung von festem Fett auch nach lingerem Stehen ausbleibt. Diese Ab- 
scheidungen, die noch phosphorhaltig waren, wurden abgesaugt und die 
Aceton-Atherlésungen in der iiblichen Weise ‘auf die fliissigen Triglyceride 
verarbeitet. 

Aus 51 kg frischem, von anhaftendem Fettgewebe méglichst vollstindig 
befreitem Rinderherz wurden insgesamt 639 g Phosphatide erhalten [aus der 
iitherischen Lésung durch Acetonfillung gewonnener Teil (I): 329g; aus 
der Acetonlésung durch Fillung mit Calciumchlorid gewonnener Teil (ID): 
310 g). 

0,0391 g Subst. (I): 4,05 cem n/100-Sadure (Mikrokjeldahl nach Preg)). 
— 0,0400 (0,0412) g Subst. (I): 0,1330 (0,1871) g Wigekérper (Mikro-P-Be- 
stimmung nach Embden). 

Fiir Lecithine Ber. N etwa 1,69—1,80 P etwa 3,79—3,99 
Gef. ,, 1,45 7 3,72—8,72. 


Die Siuren aus I und II wurden vereinigt und mit Hilfe der Blei- 
salzalkoholmethode nach Twitchell in feste und fliissige Siuren getrennt. 

Feste Fettsauren. 76 g freie Siuren, entsprechend 80 g Methylester. 
52 g der Methylester wurden in dem frither beschriebenen?) Fraktionier- 
apparat fraktioniert destilliert. 





























1) Diese Z. 209, 112 (1932). 














2) Diese Z. 200, 51 (1931). 
15* 





Methylester Freie Sauren 
se aus Aceton umkryst. 
Menge | Schmelzp. | Schmelzp. | Aquiv.- — 
Gew. | Schmelzp. | Aquiv.- 
g °C “Cc at." Gew. 
1 4,75 23 58—59 258 60—61 257 
2 7,25 25 54—55 262 
3 6,05 26 55 —56 266 
4 5,40 28-29 56—57 270 
5 8,55 33—34 65—66 278 
6 3,70 35—37 67—68 69—70 285 
7 6,85 37—38 68—69 283 
8 4,50 38 68—69 283 69—T0 284,5 
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1 | 2 | 3 | 4 | D | 6 | T | 8 
Einwage, mg Substanz. ; 
43,8 42.7 44,5 46,1 41,9 42.7 | 44,5 
(43,7) (44,3) (42,7) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge. 
1,698] 1,633] 1,673] 1,709] 1,507 1,509] 1,570 
(1,70) (1,554) (1,501) 40 
49. 
Nicht ohne Zersetzung destillierbarer Riickstand: 5,0 g. 
Menge der Methylester in g. 
Summe ? 
1fe{[s]4]5]6 ]7] 8 | ind2g| in 80g 
Ester- | Ester- 
gemisch | gemisch 
C,, . - - | 4,43] 5,82 | 3,93 | 2,70 | 1,83 18,71 | 28,8 
“ 0,32 | 1,43 | 2,12 | 2,70 | 6,72 | 3,70 | 6,85] 4,50 | 28,34 43,6 
Flissige Fettsduren. 196g freie Siuren. Die Methylester wurden 
im Apparat von Jantzen und Tiedcke fraktioniert destilliert. 
Methylester Hydrierte Siuren 
| 
aus Aceton Aaui 
en ca quiv.- 
Menge| Jodzahl | Schmp. Aquiv.- _umkrystallisiert Schmp. ow. 
Gew. | Schmp. | Aquiv.- 
g “. ®, °C | Gew. i, ber. — 
| | CigHy:0, 
1] 7,82| 48/50 | 54-56,5 | 263/265 62,5 | 256,3 : 
2112,22| 96 58-59,5 | 275/278 | Dye 
312,28] 119 65-67 | 278/279 | | aC, 
4 | 13,98 | 135/187] 66-67,5 | 282/279 Cy gH 5.02 BAC2, . 
5 | 13,88 | 138/189] 67-68 | 285/283 69,2 | 284,3 Ci. . 
6 | 13,38 147 67-68 | 286/283 | 68,5-69 285 
7 | 12,70 | 147/145 | 67-68 | 287/285 
8 | 13,28 | 149/148] 65-66 | 290/291 
9 | 12,5 | 177/182] 64-65,5 | 295/295 C, HO, 
10 | 3,28 | 200/202 | 69,5-71 | 300/300 74,8-75.1] 312,4 
11} 12,50} 210 71-73 | 310/309 | 73,5-74,5| 318 C,.H,,0, 
12 | 857| 220 68-69 | 321/316 80-80,5| 340,4 
1 jaj* pags 6 | 7 REVETESE 
Einwage, mg Substanz. 
29,4 32,0 |45,9 [55,9 |87,2 [242 [29,6 [31.9 [32,9 |162 [20,5 [290 
7 45,3 | 41,3 27,3 1285 1380 166 
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7 Verbrauch, cem n/10-Bromlésung. 






























































1.112] 2,418] 4,812] 5,949] 4,046] 2,804] 3,486] 3,755] 4,588] 2,557] 3,392] 5,016 
1406 4,894] 4,534 8,113] 3,829] 5,446] 2,643 
Einwage, mg Substanz. 
40.9 1423 [89,1 [48,6 [42,3 187,38 [46,5 [42,8 [39,1 ]40,9 [43,8 | 49,4 
45.3 |48,8 |41,7 [40,0 [48,1 |44,1 ]41,9 [44,8 [400 |488 [47,2 [44,7 
(41,8) (42,1) 
Verbrauch, cem n/10-alkoholische Lauge. 
r 1,558] 1,539] 1,405] 1,546] 1,482] 1,306] 1,622] 1,476] 1,326] 1,368] 1,413] 1,540 
i7i | 1,755] 1,495] 1,433] 1,699] 1,558] 1,470] 1,540] 1,357] 1,626] 1,528] 1,413 
, (1,468) (1,363); 


























Riickstand 23,5 g. Die Gesamtmenge des nach der Destillation einschlieB- 
lich des Riickstandes erhaltenen Materials betrigt demnach 160g gegen- 
iiber 196 g der urspriinglichen Fettsiuren. Der verhiltnismaBig groBe 
Substanzverlust erklirt sich dadurch, daf bei der Veresterung dunkle teer- 
artige Produkte sich bildeten, die beim Verdiinnen der Veresterungsfliissig- 
keit mit Wasser und Ausschiitteln der Ester mit Petrolither ungeldést zuriick- 
blieben. Das Auftreten von reichlichen Mengen dieser teerartigen Massen 
beobachtet man gewéhnlich dann, wenn die Phosphatide lingere Zeit der 
Kinwirkung von Luftsauerstoff ausgesetzt waren. Im vorliegenden Fall 
waren die tiblichen VorsichtsmaBnahmen getroffen, um eine Oxydation des 
- Materials wiihrend der Darstellung so weit wie méglich zu verhindern. 


Menge der Methylester in g. 








1 2 3 4 D 6 7 8 9 10 11 12 | Summe 
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13,88 | 13,38 | 11,86 | 10,13 | 7,46 | 1 
0,84] 3,15] 5,04] 1, 6,55] 28,8 
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Die C,,...-Siuren. Das Vorhandensein von ungesittigten Siuren 
dieser Gruppe in Fraktion 1 lieB sich nicht mit Sicherheit nachweisen. Die 
hohe Jodzahl riihrt teilweise von einer unverseifbaren Substanz her. Aus 
5,5 g Methylester wurden 2,0 g Unverseifbares abgetrennt. Jodzahl der 

durch Vakuumdestillation (Siedep.,,; ..,., 160—164°) gereinigten Substanz 54 


(0,0455 g Subst.: 1,936 cem n/10-Bromlésung). Die Menge der in Fraktion 1 
— vorhandenen Fettsiuremethylester betriigt demnach 4,98 g. 
ve Aus dem Fettsiiuregemisch von 5,5 g des urspriinglichen Methylesters 
——F wurden mit der Bleisalz-Alkoholmethode nach Twitchell 1,0 g fliissige 
. Sdure erhalten. Jodzahl 75 (0,0387 g Subst.: 2,279 cem n/10-Bromlésung). 
29.0 Schmelzpunkt der hydrierten Siure 53—54°. Aquiv.-Gew. 274 (0,0371 mg 
Subst.: 1,354 eem n/10-alkoholische Lauge). 
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Die C,,...-Siuren. Die Siuren aus 5g Methylester der Fraktion 6 
wurden bromiert. Atherunléslicher Bromkérper 2,1 g. Schmelzp. 210—220° 
unter Zers. 

3,363 mg Subst.: 1,886 mg Brom, 0,113 mg Riickstand. 


C,,H,,Br,0, Ber. Br 63,32 Gef. Br 58,0 (fiir aschefreie Substanz) 
C,,H,.Br,0, 1» = oy,_-:93,28. 


Daraus wurde durch Entbromung und Hydrierung eine nicht ganz 
reine Stearinsiure vom Schmelzp. 64—66° erhalten. Aquiv.-Gew. der um- 
krystallisierten Substanz 288 (0,0371 g Subst.: 1,29 cem n/10-alkoholische 
Lauge). Im urspriinglichen Bromkérper diirfte demnach ein Gemisch von 
Hexa- und Tetrabromstearinsiure vorgelegen haben. 

Atherléslicher Bromkérper 2,3 g. Schmelzpunkt der wiederholt aus 
Benzin (Siedep. 70—-80°) umkrystallisierten Substanz 1183—114°% Schmelz- 
punkt von Linolsiure-tetrabromid 114—115°. 


3,281 mg Subst.: 1,774 mg Br. Gef. Br 54,1. 
Petrolitherléslicher Bromkérper 4,5 g. 


Die C,,...-Siuren. Die hydrierte Siure der Fraktion 11 (Schmelz- 
punkt 73,5—74,5°) gab mit n-Eicosansiiure (Schmelzp, 75°) keine Schmelz- 
punktsdepression. 1g der Fraktion 11 wurde bromiert. Atherunléslicher 
Bromkérper 0,5 g. Schmelzp. 235° unter Zers. 


8,427 mg Subst.: 2,280 mg Br, 0,018 mg Riickstand. 
C,,H,,Br,0, Ber. Br 66,77 Gef. Br 66,9 (fiir aschefreie Substanz). 


Es lag also hier das Octabromid des Arachidonsiuremethylesters vor. 

Da Fraktion 11 (Jodzahl 210) noch 10°/, C,,...-Séuren (Jodzahl 147) 
enthilt, so ergibt sich fiir die Methylester der C,.-Siuren die Jodzahl 216. 
Die Jodzahl von Arachidonsiuremethylester ist 319. Es sind also auBer 
Arachidonsiure zweifellos noch schwicher ungesittigte Siuren dieser Gruppe 
vorhanden. 

Die C,,...-Siuren. Aus der Jodzahl] (220) der Fraktion 12, die zu 
75°/, aus C,,...-Séiuren (Jodzahl 216), zu 25°/, aus C,,...-Siéuren besteht, 
ergibt sich fiir die Methylester der C,,...-Siuren die Jodzahl 232. 


Die flissigen Triglyceride. 

Die Menge des phosphatidfreien Ols betrug 702 g. Jodzahl 65/63 
[0,0244 (0,0186) g Subst.: 1,245 (0,916) cem n/10-Bromlésung]. Die aus 30g 
des Ols erhaltenen Fettsiuren wurden nach Tsujimotos Lithiumsalz—Aceton- 
und nach Twitchells Bleisalzalkohol- Methode in 3 Fraktionen (gesiittigte, 
schwach ungesittigte und hochungesittigte Fettsiuren) zerlegt. 


























Gesittigte Schwach ungesittigte Hoch ungesittigte Unver- 
Fettsiiuren (a) Fettsiuren (b) Fettsiuren (c) seif bares 
Menge Menge Jod- Menge Jod- | Menge 
c 1. x | "lo zahl § | "lo zahl g 
9,3 | 425 | 9,1 | 415 | 98 | 3,5 | 16,0 | 120 | 39 
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a) Ein Teil wurde verestert und die Ester fraktioniert destilliert. 



























































Methylester Freie Siuren Menge der Methylester in g 
Menge Schmelzp. | Aquiv.- 
0 Cc P ra Gc. Cs eee C, -— 
1 1,7 55,5—57 258 1,6 0,1 
2 2,4 55—56,5 262 1,9 0,5 
3 2,9 65—66 282 0,2 2,7 
4 0,2 66—67 291 0,15 0,05 
| 3,7 | 3,45 0,05 
| 1 2 | 3 | + 
Einwage, mg Substanz. ..... 48,8 46,2 46,8 36,9 
Verbrauch, ccm n/10-alkoh. Lauge 1,892 1,766 1,661 1,268 
Die Zusammensetzung von a) ist demnach: C,,...51°/,, C,,... 48°/, 


und C,,... bzw. héhere Fettsiuren etwa 1°/). 
b) Ein Teil wurde wie bei a) verestert und die Methylester fraktioniert 






























































destilliert. 
Methylester Hydrierte Siuren | Menge der Methylester in g 
Menge | Jod- | Schmelzp. | Aquiv.- | | 
g aaa °C Gam Cie--+ | Gees | Om-- - 
1 | 22 77 | 61-625 | 272 0,9 ae 
2 3,25 103 69—T70 | 282 0,24 8,01 | 
3 1,00 102 69—70 | 285 1,00 | 
4 | O08 106 | 66—67,5 | 298 _ 0,15 | 0,15 
| | | | | 114 | 5,46 | 0,15 
. 2 8 4 
Einwage, mg Substanz. .... . 31,9 29,2 28,7 29,8 
Verbrauch, ccm n/10-Bromlésung . 1,935 2,37 2,306 2,489 
Einwage, mg Substanz. .... . 42,3 48,5 47,7 39,1 
Verbrauch, ccm n/10-alkoh. Lauge 1,558 1,717 1,674 1,312 





Die Zusammensetzung von b) ist demnach: C,,...-Sdéuren 17°/,, C,,...- 
Sdiuren 81°/, und C,,...- bzw. héhere Fettsiuren 2°/). 
c) Die Siurefraktion wurde hydriert. Schmelzpunkt der hydrierten 
Siure 65,5—66° Aquiv.-Gew. 276 (0,0431 g Subst.: 1,56 cem n/10-alko- 
holische Lauge). Durch Umkrystallisieren aus Aceton erhielt man reine 
Schmelzp. 69—69,5°. 


Stearinsiure. 


Aquiv.-Gew. 284. (0,0429 g Subst.: 
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1,513 cem n/10-alkoholische Lauge). Es sind demnach keine nachweisbaren 
Mengen von hochungesattigten C,,...- und C,,...-Sdéuren vorhanden, worauf 
auch schon die niedere Jodzahl von Fraktion c) schlieBen lieB. Unter der 
Annahme, daB das niedrige Aquivalentgewicht des Hydrierungsprodukts 
von einer Beimengung von C,,...-Siiuren herriihrt*), ergibt sich fiir c) fol- 
gende Zusammensetzung: C,,...-Siuren 29°/,, C,,...-Séuren 71°/). 


An der Darstellung des Ausgangsmaterials hat sich Herr Dr. 0. 
v. Schénebeck beteiligt, dem wir fiir seine Hilfe bestens danken. Die 
Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft, die dem einen von uns (F. Ditt) 
ein Forschungsstipendium gewihrte. 





*) Es sind méglicherweise auch noch niedrigermolekulare Fettsiuren 
vorhanden. 














Uber das Bakteriochlorophyll der Purpurbakterien. 
If. Mitteilung.?) 
Beitrage zur Physiologie der Farbstoffe der Purpurbakterien. 
Von 
Erich Schneider. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1934.) 


Die lange vermutete Fahigkeit der Purpurbakterien, auf 
photosynthetischem Wege Kohlendioxyd zu assimilieren, ist in- 
zwischen bewiesen worden, nachdem man sich von der Vorstellung 
frei gemacht hatte, daB dabei ebenso wie bei der Photosynthese 
der chlorophyligriinen Pflanzen Sauerstoff entbunden werden miiBte. 
Die Tatsache, daB alle Versuche, den Assimilationssauerstoff nach- 
zuweisen (Engelmann 1888, Molisch 1907 u. a.), vergeblich ge- 
blieben waren, hatte die Photosynthese der Purpurbakterien immer 
wieder zweifelhaft erscheinen lassen; man hatte sich mit der 
Feststellung begniigen miissen, daB diese pigmentfiihrenden Bak- 
terien das Licht zu ihrer Entwicklung nétig haben und dab 
wenigstens die Thiorhodaceen im Lichte zu kohlenstoffautothropher 
Lebensweise befahigt sind. Van Niel (1930, 1931) und Muller (1933) 
gelang es schlieBlich, die Kohlensiure-Assimilation der Thio- 
rhodaceen (und der griinen Bakterien) zu beweisen. Der von diesen 
Autoren aufgefundene quantitative Zusammenhang zwischen CO,- 
Reduktion und H,S-Dehydrierung macht es begreiflich, daB bei 
diesem photosynthetischen ProzeB kein Sauerstoff frei gemacht 
wird. Als H,-Donator wirkt bei den Thiorhodaceen eben der 
Schwefelwasserstoff, wihrend bei den héheren griinen Pflanzen 
das Wasser Wasserstoffdonator ist. 

An der Tatsache der CO,-Assimilation auf photosynthetischem 
Wege bei den roten Schwefelbakterien kann nach den Arbeiten 
von van Niel und Muller kein Zweifel mehr bestehen; schlieB- 
lich hat Gaffron (1933) auch fiir die Athiorhodaceen die Photo- 
synthese bewiesen. 





1) I. Mittlg., Cohns Beitr. z. Biol. d. Pfl. 18, 81 (1930). 
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Seitdem die Photosynthese der Purpurbakterien sichergestellt 
ist, erscheint der Pigmentapparat dieser Organismen von um so 
gréBerem Interesse. Das Auftreten von Carotenen neben einer 
griinen Farbstoffkomponente (dem _ ,,Bakteriochlorin“) hatte in 
Parallele zu den Chromatophorenfarbstoffen der griinen Pflanzen 
schon lingst den Gedanken nahe gelegt, daB das griine Pigment 
eine Art Chlorophyll sein kénnte. Da es sich nicht um Chloro- 
phyll selbst handeln konnte, ergab sich schon aus dem eigen- 
artigen Absorptionsspektrum des ,,Bakteriochlorins“, das nur eine 
Absorptionsbande im sichtbaren Gebiet aufweist (im Gelb) aufer 
einer Endabsorption im Blau und mehreren Absorptionsstreifen 
im kurzwelligen Infrarot (Buder 1919). 

Uber die Chemie dieses griinen Pigments war bisher nichts 
bekannt. Die Beobachtung, da8 Rohlésungen des ,,Bakteriochlorins“ 
in Alkohol bisweilen ein bandenreiches Spektrum zeigten, wenn 
sie allerlei unkontrollierbare Zersetzungen erfahren hatten, ver- 
anlaBte Ljubimenko (1921) zu der Vermutung, es sei dabei 
Chlorophyll entstanden. Diese Annahme hat sich inzwischen als 
irrig herausgestellt: Die Lésungen, in denen Chlorophyll vorhanden 
sein sollte, enthalten in Wirklichkeit ein Gemisch von allerlei 
Abbaukérpern, deren Mischspektrum bei gutem Willen des Beob- 
achters eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Chlorophyllspektrum hat. 

Nachdem es sich ergeben hatte, da das ,,Bakteriochlorin“ 
einer Untersuchung mit den Methoden der Chlorophyllchemie zu- 
ginglich ist, hat mir Herr Prof. Noack, Berlin die Bearbeitung 
erméglicht, indem er mir sein Laboratorium und seine reichen 
Erfahrungen auf dem Gebiete der Chlorophyllchemie zur Verfiigung 
stellte. Huierfiir danke ich Herrn Prof. Noack auch an dieser 
Stelle herzlich, ebenso dafiir, daB er mir ihm von der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung gestellte Mittel 
fiir die Arbeiten iiberlieB. 

Die Untersuchung hat ergeben [Noack u. Schneider (1933) 
und Schneider (1934)], daB der griine Farbstoff der Purpur- 
bakterien dem Chlorophyll auBSerordentlich nahe verwandt ist. 
Er ist demnach richtiger als ,,.Bakteriochlorophyll® zu be- 
zeichnen, da der Name Chlorin schon fiir andere Kérper der 
Chlorophyllreihe vergeben ist. 

Vorbedingung fiir die chemische Bearbeitung des Bakterio- 
chlorophylls ist die Massenkultur der Purpurbakterien. Nach dem 
von mir friiher ausgearbeiteten Verfahren zur Massenkultur von 
Athiorhodaceen (Schneider 1930) lassen sich Bakterienmengen 
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gewinnen, die zur Reindarstellung des Bakteriochlorophylls und 
zu seiner chemischen Untersuchung ausreichen. 


Das Bakteriochlorophyll erwies sich als ein Pyrrol- 
farbstoff mit Porphinkern, der ein Atom Magnesium in kom- 
plexer Bindung enthilt. Ebenso wie beim Chlorophyll sind 
2 Carboxylgruppen vorhanden, deren eine mit Methylalkohol ver- 
estert ist. Dieses Methoxyl ist sichergestellt durch die Elementar- 
analyse des Bakteriochlorophylls und die seiner Abbaukérper, 
sowelt sie diese Estergruppe noch unverseift enthalten. Das zweite 
Carboxyl trigt Phytol oder einen anderen hochmolekularen Alkohol 
in Esterbindung, wie sich aus dem prozentualen Gehalt an Mg, 
dem hohen C-Gehalt des Bakteriochlorophylls, seinem niedrigen 
Schmelzpunkt im Vergleich zu den verseiften Derivaten und seiner 
Unfahigkeit zur Krystallisation ergibt. Bakteriochlorophyll hat 
nahezu dieselbe Basizitét wie Chlorophyll. 


Die Elementaranalyse ergibt die gleiche empirische Formel 
wie beim Chlorophyll b, nimlich C,,H,,O,N,Mg-1H,O. Selbst wenn 


5 
man die Zahl der H-Atome als saaicher betrachtet, an dem 
Vorhandensein von 6 O-Atomen kann nicht gezweifelt werden. 
Denn nicht allein die Analyse des Bakteriochlorophylls selbst, 
vor allem auch alle Analysen der gut krystallisierenden und also 
um so leichter rein darzustellenden Abbaukérper sprechen ein- 
deutig fiir 6 Sauerstoffatome. Die Tatsache, daB in der Abbau- 
reihe Kérper vom Spektraltypus der Rhodine auftreten, weist 
darauf hin, daB das 6. Sauerstoffatom in derselben Weise wie 


beim Chlorophyll b gebunden ist. 


H. Fischer (1934a) bezweifelt im Hinblick auf unsere vor- 
laufige Mitteilung das Vorliegen einer b-Modifikation beim Bakterio- 
chlorophyll und glaubt, da8 im Bakterienkérper die um 1 Sauer- 
stoff reichere Oxoverbindung aus einer a-Modifikation entsteht. 
Hierbei hat er die von uns a. a. O. mitgeteilte Tatsache, daB 
beim Abbau des Bakteriochlorophylls Kérper vom Spektraltyp 
des Rhodins entstehen, nicht beriicksichtigt. Im iibrigen ist dieser 
Punkt dadurch erledigt, daB H. Fischer (1934b) neuerdings das 
Chlorophyll b als Oxoverbindung betrachtet. 


Die Elementaranalyse spricht dafiir, daB die Formel des 
Bakteriochlorophylls in der Hydratform zu schreiben ist. In ihrer 
4. Mitteilung iiber das Chlorophyll geben Stoll und Wiede- 
mann (19338a) die sonst gewohnlich wasserfrei geschriebene Formel 
des Chlorophyll b ebenfalls mit einem Mol Wasser an. 
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Bakteriochlorophyll lést sich in Ather violett und fluoresciert 
rot, in Methylalkohol lést es sich griin ohne Fluorescenz. Der 
Vergleich einer gréBeren Zahl von Liésungsmitteln zeigt, daB Farbe 
und Fluorescenz des Bakteriochlorophylls von der Dielektrizitits- 
konstanten des Liésungsmittels abhingen: Lésungsmittel mit einer 
D.K. < etwa 15 lésen violett mit roter Fluorescenz, solche mit 
D.K. > 15 geben griine Lésungen ohne Fluorescenz. Die ver- 
schiedene Farbe der Liésungen wird beim Betrachten der Ab- 
sorptionsspektra verstindlich: Die griinen Lésungen zeigen das 
Absorptionsband, das in violetten Lésungen bei 578 wy liegt, um 
etwa 25 uu nach Rot verschoben. Diese Unterschiede diirften mit 
einem verschiedenen Dispersititsgrad des Bakteriochlorophylls in 
Lésungsmitteln mit verschiedener dissoziierender Kraft zusammen- 
hingen. Liésungsmittel mit hoher dissoziierender Kraft (D.K. > 15) 
enthalten Bakteriochlorophyll in echter Liésung, wahrend in 
Lésungsmitteln geringerer dissoziierender Kraft (D.K. < 15) die 
Bakteriochlorophyll-Molekiile assoziiert sind. 

Durch Abspaltung des Magnesiums mit Saure entsteht aus 
dem Bakteriochlorophyll Bakteriophaiophytin. Es hat ein 
vielbandiges Absorptionsspektrum und zeigt starke Analogien zum 
Phiophytin aus Chlorophyll. Es vermag ebenso wie das Phio- 
phytin aus Chlorophyll eine nichtfluorescierende Kupferverbindung 
zu bilden. Dagegen ist es mir bisher nicht gelungen Hisen ein- 
zufiihren und ein Hamin zu erhalten. 

Wiedereinfiihrung von Mg in Bakteriophiophytin mit Grig- 
nards Reagens fiihrt wieder zu einem einbandigen Spektrum 
vom T'ypus des genuinen Bakteriochlorophylls. Durch Grignardi- 
sierung kann man zwar niemals Chlorophyll aus Phiaophytin 
regenerieren, da Grignards Reagens Seitenketten reduziert’). 
Dementsprechend ist das Absorptionsband des Grignard-Pro- 
duktes von Bakteriophiophytin gegeniiber dem Spektrum des 
genuinen Bakteriochlorophylls um etwa 18 uu nach Violett ver- 
schoben, was wohl auf Kosten dieser reduzierenden Wirkung des 
Grignard-Reagens zu setzen ist. 

Beim Chlorophyll selbst findet sich kein solcher prinzipieller 
Unterschied zwischen den Spektren der Mg-haltigen Kérper 
(Chlorophyllide) und denen der Mg-freien Produkte (Phiophor- 





*) Stoll u. Wiedemann (1932a), erhielten bei der Grignardisierung 
der Phiiophorbide der b-Reihe Spektren der a-Reihe. Dabei soll die Keto- 
gruppe des Phdophorbid b in ein tertiiires Carbinol iibergefiihrt und ferner 
der Porphinkern zur Chlorinstufe hydriert worden sein. 
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bide); die Spektren beider Reihen sind vielbandig. Dagegen sind die 
Spektren des Bakteriochlorophylls einerseits und die seiner Phio- 
phorbide anderseits grundsitzlich verschieden: Diese sind vielbandige 
Spektren (Chlorophylltyp), jene (im sichtbaren Gebiet) einbandig. Man 
kann in Anlehnung an Kuhn (1932) annehmen, daf der Ubergang 
vom einbandigen Spektrum des genuinen Bakteriochlorophylls 
zum vielbandigen Spektrum der Bakteriophiophorbide durch das 
Wegfallen einer (Enol-) Doppelbindung in einer Seitenkette zu- 
stande kommt (zwischen C, und C,,?). In diesem Falle wire das 
einbandige Spektrum des genuinen Bakteriochlorophylls 
(mit seinen Infrarot-Baindern) als Spektrum II. Ordnung zu 
betrachten; beim Abspalten des Mg fiallt gleichzeitig die Doppel- 


‘bindung weg und es entsteht ein Spektrum I. Ordnung, wie es 


im Gegensatz zum Bakteriochlorophyll beim genuinen Chlorophyll 
schon vorliegt. Bei diesem fehlt eben, wie man annehmen kann, 
die fragliche Doppelbindung von vornherein, die Mg-Abspaltung 
geht also ohne eine so weitgehende Anderung des Spektraltyps 


vor sich. - 


Beim Chlorophyll tritt, wie Kuhn (1932) vermutet, vielleicht 
wihrend der Phasenprobe ein solches Spektrum IJ. Ordnung 
(Binder im Infrarot) auf. Auch hier kime die Farbaufhellung 
im Zustand der Phase durch Einbeziehung einer neuauftretenden 
Doppelbindung in das Polyensystem zustande. 

Wie soll man sich nun iiberhaupt den Unterschied im Bau 
der Molekiile des Chlorophylls und des Bakteriochlorophylls vor- 
stellen? Die empirischen Formeln sind dieselben, abgesehen von 
der Unsicherheit der Zahl der H-Atome, die ja auch beim 
Chlorophyll noch bis zu einem gewissen Grade besteht'). Kiner der 
Strukturunterschiede kénnte diese hier erérterte Doppelbindung 
sein. Ks miissen aber noch weitere, tiefergreifende Struktur- 
unterschiede vorhanden sein, denn erst bei recht weitgehendem 
Abbau kommt man zu K®6rpern (Pyrroporphyrin, Phyllopor- 
phyrin), die der Bakteriochlorophyll- und der Chlorophyll-Reihe 
gemeinsam sind. 

Weitgehende Parallelen zur Chlorophyllreihe finden sich 
wieder beim Bakteriophiophorbid. Die der Phytolestergruppe 
des Chlorophylls entsprechende Gruppe des Bakteriophiophytins 





1) Stoll u. Wiedemann (1933 b), berechnen fiir beide Chlorophylle 
dieselbe H-Zahl und ziehen sowohl 72 als 74 H in Erwigung (in ihren 
Strukturformeln sogar 76H). Fischer nimmt 72H fiir Chlorophyll a an 
(1933 a) und 70 H fiir Chlorophyll b (1983 b). 
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laBt sich unter denselben Bedingungen verseifen bzw. umestern 
wie die des Phiophytins aus Chlorophyll. Ferner ergab es sich 
bei der Reindarstellung des Bakteriophiophorbids, dab auBer dem 
Hauptprodukt in geringer Menge ein zweiter Kérper entsteht, der 
stirker basisch ist und durch Salzsiure-Fraktionierung abgetrennt 
werden kann. Er mu8 auf Grund seiner Kigenschaften ebenfalls 
als Bakteriophéophorbid betrachtet werden und zeigt in seinem 
Spektrum groBe Analogie zum Phiophorbid a aus Chlorophyll. 
Der Hauptkérper, der bei der Bakteriophiophorbid-Darstellung 
in weitaus iiberwiegender Menge anfillt, hat spektrale Analogie 
zum Phiophorbid b. Haupt- und Nebenkérper miteinander ver- 
glichen haben Unterschiede in ihren spektralen Eigenschaften 
und in ihrer Basizitét, wie wir sie beim Vergleich von Phio- 
phorbid b und a aus Chlorophyll beobachten. Das in geringer 
Menge anfallende Nebenbakteriophiophorbid ist also wohl als 
Bakteriophaophorbid a zu betrachten, der Hauptkérper als 
Bakteriophiophorbid b. Ein endgiiltiger Beweis dafiir, daf 
es sich bei dem Nebenkérper tatsichlich um einen Ké6rper der 
a-Reihe handelt, kann allerdings erst die Elementaranalyse liefern, 
die nur 5 Sauerstoffatome ergeben diirfte. Leider ist die Ausbeute 
an Bakteriophaiophorbid a bei der Trennung so gering, da’ Ana- 
lysen noch nicht vorliegen. 

Wahrend beim nativen Bakteriochlorophyll die Erscheinung 
der Phasenprobe nicht zu beobachten ist, geben die Kérper der 
Bakteriophaophorbidstufe deutlich positive Phasenprobe. 
Die Phase der Bakteriophiophorbide der b-Reihe ist braunrot, 
die der a-Reihe mehr braun mit rotem Stich, — Das Fehlen der 
Phase beim nativen Bakteriochlorophyll und ihr Vorhandensein 
in der Phiophorbidstufe vertrigt sich gut mit der oben erliuterten 
Anschauung, daB das einbandige Bakteriochlorophyll-Spektrum 
ein Spektrum II. Ordnung sei. Nimmt man, wie oben ausein- 
andergesetzt worden ist, beim Chlorophyll im Zustand der Phase 
eine neue, in das Polyensystem einbezogene Doppelbindung (Eno- 
lisierung) an, die fiir den Spektralumschlag in ein Spektrum 
II. Ordnung verantwortlich ist, so kann ja das Bakteriochloro- 
phyll, das diese Doppelbindung (und damit das Spektrum II. Ord- 
nung) schon haben soll, nicht mehr eine Phase bilden. Dagegen 
kann bei den Bakteriophiophorbiden, die ein Spektrum I. Ord- 
nung haben und demnach die fragliche Enoldoppelbindung nicht 
besitzen, unter den Bedingungen der Phasenprobe diese Doppel- 
bindung und damit die Erscheinung der positiven Phase auftreten. 
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Das Vorkommen von Bakteriophiophorbid a und b neben- 
einander besagt aber nun auch, da’ wir es beim Bakterio- 
chlorophyll ebenso wie beim Chlorophyll mit einem Gemisch 
zweier Komponenten zu tun haben. Jedoch sind hier beim 
Bakteriochlorophyll die Mengenverhiltnisse der beiden Kom- 
onenten vollig andere als beim Chlorophyll: beim Bakterio- 
chlorophyll ist der Quotient b/a sehr viel gréBer als der Quo- 
tient a/b beim Chlorophyll. Bestimmungen dieses Quotienten 
liegen fiir das Bakteriochlorophyll noch nicht vor; sie diirften 
auch groBe Schwierigkeiten machen, da ein quantitatives Arbeiten 
bei der Trennung der Bakteriophiophorbide oder derjenigen des 
Bakteriorhodins vom Bakteriochlorin aussichtslos ist. Die Kérper 
der a-Reihe sind eben in zu geringer Menge vorhanden. 

Das bei der Bakteriophaiophorbidtrennung gewonnene Resul- 
tat, daB es sich auch beim Bakteriochlorophyll um ein Gemisch 
zweier Komponenten handeln mu8, wurde erhirtet durch die 
Versuche, das Bakteriochlorophyll selbst in seine beiden Kom- 
ponenten zu zerlegen. Das Entmischungsverfahren, das Will- 
stiitter und seine Mitarbeiter fiir die Chlorophylltrennung aus- 
gearbeitet haben, liefert hier keine befriedigenden Ergebnisse. 
Denn das Bakteriochlorophyll, das viel leichter zersetzlich ist 
als Chlorophyll, erfuhr bei der Trennung mit Petrolither—Methyl- 
alkohol stets Verainderungen. Immerhin lieB sich aus dem Ver- 
halten der Komponenten gegeniiber diesen Liésungsmitteln sehr 
wahrscheinlich machen, daB es sich beim Bakteriochlorophyll um 
ein Gemisch einer sauerstofireicheren und einer sauerstoffairmeren 
Komponente handelt: Der Hauptkérper des Gemisches erschien 
in den methylalkoholischen Ausziigen (Komponente b), wihrend 
ein nur geringer Teil im Petrolither blieb (Komponente a). Der 
Vergleich der Spektren der beiden Komponenten miteinander 
zeigt insofern eine Parallele zu den Spektren der beiden Chloro- 
phyll-Komponenten, als das Absorptionsband der Bakteriochloro- 
phyll-Komponente b um etwa 5p gegeniiber der Komponente a 
nach Blau verschoben war. Bei beiden Komponenten war eine 
auf Zersetzungserscheinungen zuriickzufiihrende Rotbande auf- 
getreten; auch diese lag bei Bakteriochlorophyll b um etwa 
10 up nach Blau verschoben gegeniiber Komponente a. — Man 
wird mit diesem Entmischungsverfahren vielleicht bessere Er- 
gebnisse erzielen und oxydierte Zersetzungsprodukte vermeiden 
kénnen, wenn man bei Gegenwart von Reduktionsmitteln arbeitet 
(Stoll 1933 b). 
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Versuche, die Komponententrennung durch fraktionierte 
Fallung zu bewerkstelligen, bestatigten wiederum, daB tatsichlich 
zwei Komponenten vorliegen, fiihrten aber auch nicht zu quanti- 
tativen Resultaten. Da Komponente a in Petrolither leichter 
léslich ist als b, gelingt es, bei der Fallung einer konzentrierten 
Atherlésung des Bakteriochlorophyllgemisches mit leichtsiedendem 
Petrolather die Fallung so zu leiten, daB man (nach mehrmaliger 
Wiederholung des Verfahrens) einen Teil der Komponente b rein 
gewinnt, wihrend der Rest von b zusammen mit a in der Mutter- 
lauge bleibt. Oder man fallt alles Bakteriochlorophyll b zusammen 
mit einem Teil a aus und behilt reines a in der Mutterlauge. 
Dieses Verfahren der fraktionierten Fiallung gestattet zwar die 
Reindarstellung beider Komponenten, nicht aber ihre quantitative 
Trennung. Auferdem ist es so verlustreich, daB es nicht még- 
lich war, zur Analyse ausreichende Mengen von reinem Bakterio- 
chlorophyll a zu erhalten. 

An der Tatsache, da8 wir es beim Bakteriochlorophyll mit 
einem Komponentengemisch ebenso wie beim Chlorophyll zu tun 
haben, glaube ich nicht mehr zweifeln zu kénnen auf Grund 
dieser auf verschiedenen Wegen (Phiophorbidtrennung, Bakterio- 
chlorophylltrennung nach dem Entmischungsverfahren und durch 
fraktionierte Fillung) erzielten Ergebnisse. 

Die empirische Formel des Bakteriophiophorbid b ist die- 
selbe wie die Stollsche Formel (1932 b)!) des Phiophorbid b aus 
Chlorophyll. Wahrend jedoch das Phiophorbid b kein Krystall- 
wasser enthalt, scheint Bakteriophiophorbid b ein halbes Mol 
Wasser zu binden: C,,H,,.N,O,-'/,H,O. Eine Methoxylgruppe ist 


analytisch nachgewiesen; ein zweites Carboxyl ist frei. Es labt | 


sich ebenfalls verestern, und das Bakteriomethylphiaophorbid, das 


noch besser krystallisiert, bestitigt die Werte der Bakteriophiio- | 


phorbidanalyse. Die Analyse des Bakteriomethylphiophorbidb 
ergibt die Bruttoformel C,,H,,N,O,, also dieselbe wie beim Methyl- 
phaophorbid b aus Chlorophyll nach Stoll (1932 b). 

Die Bakteriophiophorbide a sind mangels Ausbeute noch 
nicht analysiert. — Sowohl in der a-Reihe als auch in der 


b-Reihe sind die Spektren der beiden Phiophorbid-Ester (Bakterio- | 


phytylphiophorbid und Bakteriomethylphiophorbid) und die der 
Estersiuren identisch. 





) Stern und Klebs (1933) vertreten dagegen die H-irmeren Phio- 
phorbidformeln H. Fischers und belegen sie mit neuen Analysendaten und — 
Bestimmungen der Verbrennungswirme. 
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Bakteriophiophorbidb bildet mit Hydroxylamin ein Oxim, 
enthilt also einen Carbonylsauerstoff. Ferner kénnte eine Hydroxyl- 
gruppe vorhanden sein, da eine Benzoylverbindung erhalten 
wurde, wofern diese nicht ein gemischtes Anhydrid darstellt. 
Beide Ké6rper sind noch nicht praparativ bearbeitet, sondern 
bisher nur durch die charakteristischen Verschiebungen der Ab- 
sorptionsbanden und durch typische Verinderungen der Basizitit 
und Léslichkeit charakterisiert. 

Die Reihe der Mg-freien Abbaukérper des Bakteriochloro- 
phylls fihrt vom Phiophorbid weiter zum Bakteriorhodin. 
Die Bakteriorhodindarstellung gelingt mit denselben Methoden wie 
die Darstellung des Rhodins aus Chlorophyll b, und ebenso wie 
bei diesem besteht die Neigung zur Bildung von Nebenrhodinen 
mit abweichender Basizitiit. Bakteriorhodin ist noch viel weniger 
léslich als die schon recht schlecht léslichen Rhodine des Chloro- 
phylls. Die Veresterung gelingt ohne weiteres mit Diazomethan; 
jedoch ergeben sich auch beim Versuch der Reindarstellung des 
Esters, der ebenfalls noch sehr schlecht léslich ist, Schwierigkeiten. 
So wichtig die Darstellung auch ist, im Hinblick auf die auBer- 
ordentlich hohen Kosten muB8te davon Abstand genommen werden. 
Bakteriochlorin, das aus der in geringer Menge vorhandenen 
Komponente a des Bakteriochlorophylls als Nebenkérper bei der 
Bakteriorhodindarstellung hatte entstehen miissen, wurde bei der 
HCl-Fraktionierung nicht beobachtet. 

Schwierigkeiten anderer Art traten bei dem Versuch auf, 
Bakteriochlorophyll unter Erhaltung des Mg-Komplexes abzubauen. 
Die erhaltenen Bakteriochlorophylline, sowohl die durch 
heiBe Verseifung erhaltenen (Isochlorophyllinverfahren Will- 
stitters) als auch die durch kalte Verseifung gewonnenen (Chloro- 
phyllinmethode W illstaitters) zeigten zwar typische Chlorophyllin- 
eigenschaften, waren aber stets Gemische, die bei Abspaltung des 
Mg eine ganze Reihe von Rhodinen lieferten. Wie die Chloro- 
phylline des Chlorophylls viel labiler sind als dieses, so sind 
wohl auch die Bakteriochlorophylline noch wesentlich unbestandiger 
als das schon recht empfindliche Bakteriochlorophyll. 


Bakterioporphyrine. 

Der Nachweis, daB es sich beim Bakteriochlorophyll um 
einen Pyrrolfarbstoff handelt, gelang zuerst durch die Darstellung 
von Porphyrinen. Nach verschiedenen Methoden der Porphyrin- 
darstellung aus Chlorophyll wurde aus Bakteriochlorophyll eine 
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Anzahl von Porphyrinen gewonnen. Die Hoffnung, dabei bald 
einen auch der Abbaureihe des Chlorophylls angehérenden Kérper 
zu finden und so den fiir die Strukturaufklirung des Bakterio- 
chlorophylls sehr wichtigen Anschlu8 an die Chlorophyllreihe mit 
ihren Abbaukérpern bekannter Struktur zu gewinnen, wurde jedoch 
nicht ganz erfillt: Zu K6érpern, die sowohl der Chlorophyllreihe 
als auch der des Bakteriochlorophylls angehéren, kommt man erst 
bei recht weitgehendem Abbau (Alkaliabbau bei hoher Temperatur 
im Autoklaven), Alle durch weniger energische Verfahren erhaltenen 
Porphyrine, die auch in der Struktur der Seitenketten dem Bak- 
teriochlorophyll noch nahe stehen, erwiesen sich als neu. Um 
ihre Herkunft aus Bakteriochlorophyll zu kennzeichnen, seien sie 
als Bakterioporphyrine bezeichnet. 

Bei der Porphyrindarstellung aus Chlorophyll erhalt man 
gewohnlich mehrere Porphyrine nebeneinander und man kann 
durch geringe Variationen des Verfahrens den Schwerpunkt der 
Darstellung auf das eine oder andere Porphyrin legen. Ebenso 
erhalt man auch stets mehrere Bakterioporphyrine nebeneinander; 
Bakterioporphyrine, die in nur sehr geringer Menge an dem ent- 
stehenden Gemisch beteiligt sind, gehéren vielleicht der a-Reihe 
des Bakteriochlorophylls an und gehen auf den geringen Anteil 
an Bakteriochlorophyll a im Ausgangsmaterial zuriick. Dagegen 
miissen alle Bakterioporphyrine, die in gréBerer Ausbeute anfallen, 
aus Bakteriochlorophyll b, der Hauptkomponente, entstehen. 

Das von Noack und KieBling (1929 und 1930) bei der 
Untersuchung des Protochlorophylls benutzte Verfahren der Re- 
duktion mit Eisen—Ameisensiure liefert auf Bakteriochloro- 5 
phyll angewandt zwei Porphyrine und ein in geringer Menge auf- F — 
tretendes Nebenporphyrin. Zur Benennung dieser Porphyrine des — ~ 
Fe—Ameisensiure-Abbaus seien die charakteristischen Salzsiure- 
zahlen benutzt. Wir haben danach zu unterscheiden zwischen 
Bakterioporphyrin 6 und Bakterioporphyrin 12 (und als 
Nebenkérper Bakterioporphyrin 3). Die beiden nebeneinander 
entstehenden Bakterioporphyrine unterscheiden sich nach den 
analytischen Befunden um 1 C und 2 H-Atome: Bakterio- 
porphyrin 6 entspricht der Bruttoformel C,,H,,N,O,, Bakterio- 
porphyrin 12 ©,,H,.N,O,. Bakterioporphyrin 6 wird aus Ather- 
lésung durch 1°/,ige sekundire Natriumphosphatlésung quanti- 
tativ extrahiert (rotbraune Liésung in dem Phosphat), ist also 
eine freie Carbonsiure, wihrend Bakterioporphyrin 12 mit sekun- 
direm Phosphat (1°/,) und auch mit konzentrierterer Lisung griin 
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ausflockt. Diese unterschiedliche Aciditat der beiden Bakterio- 


_ porphyrine und die Differenz von CH,, die die Analyse ergab, 


legen die Vermutung nahe, daB es sich beim Bakterioporphyrin 6 
um eine freie Dicarbonsiure handelt, bei Bakterioporphyrin 12 
um dieselbe Dicarbonsiure, deren eines Carboxyl mit CH,OH 
verestert ist. Tatsachlich ergab die Analyse von Bakterio- 
porphyrin 12 ja auch 1 Methoxyl (die urspriingliche Methylester- 
gruppe des Bakteriochlorophylls ist hier also erhalten). Leider 
ist der Methoxylbefund bei Bakterioporphyrin 6 unsicher; wahr- 


F scheinlich ist es auf Grund der Analysenbefunde allerdings, daB 


Bakterioporphyrin 6 methoxylfrei ist’). — Gegen diese Auffassung, 
da8 Bakterioporphyrin 6 als Monoester und Bakterioporphyrin 12 
als Diester derselben Porphindicarbonsiiure zu betrachten seien, 
sprechen allerdings die spektralen Unterschiede: Bei Bakterioporphy- 
rin 12 liegen alle Absorptionsstreifen weiter im Rot als bei Bak- 
terioporphyrin 6. 

Die Bakterioporphyrine der Fe—Ameisensiure-Reduktion geben 
unter den Bedingungen der Phasenprobe eine gelbe Phase. Ob 
diese gelbe Phase allerdings wirklich als ,,Phase“ zu betrachten 
ist, wie sie nichtallomerisiertes Chlorophyll zeigt, ist fraglich (vgl. 
auch H. Fischer 1933 c). Denn die gelbe Phase ist reproduzierbar, 
nachdem man die Bakterioporphyrine nach iiberstandener Phasen- 
probe durch Ansiuern wieder in Ather zuriickgebracht hat! 

Das bei der Fe—Ameisensiure-Reduktion auftretende Neben- 
porphyrin 3 entsteht wahrscheinlich aus Bakteriochlorophyll a; 
denn es ist nicht zu beobachten, wenn man reines Bakteriophiio- 
phorbidb an Stelle des Bakteriophiophorbid- oder Bakteriochloro- 
phyll-Gemisches bei der Darstellung verwendet. 

Jodwasserstoff—Hisessig-Reduktion von Bakterio- 
chlorophyll oder Bakteriophiophorbid liefert ebenfalls 2 Bakterio- 
porphyrine, die in Analogie zu den entsprechenden Chlorophyll- 
porphyrinen als Bakteriophioporphyrine zu bezeichnen sind. 

Die beiden als Hauptprodukte anfallenden Bakteriophiopor- 
phyrine, die nach ihrer Salzsiurezahl Bakteriophaoporphyrin7 
und Bakteriophioporphyrin 12 genannt seien, unterscheiden 
sich im analytischen Befund um 1C und 3H. Die Analyse 
ergibt fiir Bakteriophioporphyrin 7 als wahrscheinliche empirische 





1) Bei unseren ersten Analysen wurde die Methoxylbestimmung etwas 
zu energisch vorgenommen, so da8 vielleicht Umlagerungen stattgefunden 
haben und Methyl- oder Athylgruppen der Pyrrolkerne angegriffen 
worden sind. 
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Formel C,,H,,N,0,, fiir Bakteriophioporphyrin 12 C,,H,,N,0,. 
Bakteriophioporphyrin 12 ist also isomer mit Bakterioporphyrin 6 
der Fe—Ameisensiure-Reduktion. Beide Bakteriophioporphyrine 
enthalten eine Methoxylgruppe; sie sind nicht in sekundirem 
Natriumphosphat léslich, sondern flocken beim Schiitteln ihrer 
Atherlésung mit 1°/,iger sekundirer Phosphatlésung griin aus. 
Ihre Spektren (und ebenso die ihrer mit sekundérem Phosphat 
nicht flockenden Diazomethanester) unterscheiden sich durch eine 
Rotverschiebung bei Bakteriophioporphyrin 12 gegeniiber 7. Bak- 
teriophioporphyrin 12 gibt mit Hydroxylamin ein Oxim, das 
die typische Violettverschiebung der Spektralbinder gegeniiber 
dem Ausgangskérper zeigt. 

Das bei der Jodwasserstofi—Hisessig-Reduktion in geringer 
Menge auftretende starkbasische Nebenporphyrin geht vermutlich 
auch hier wieder auf den Anteil an Bakteriochlorophyll a im 
Ausgangsmaterial zuriick. Es hat wie das entsprechende Neben- 
porphyrin der Fe—Ameisensiure-Reduktion die Intensititsreihen- 
folge ILI, IV, Il, I der Absorptionsstreifen, wihrend die beiden 
Hauptporphyrine die Reihenfolge II, IJ, IV, I aufweisen. 

Bakteriochlorophyll 148t sich mit den verschiedensten Oxy- 
dationsmitteln (J, KMnO,, Benzoylperoxyd, H,O,, Luftsauerstoff usw.) 
oxydieren. Bei vorsichtiger Oxydation erhilt man einen sta- 
bilen Kérper, der vom nativen Bakteriochlorophyll durch ein 
charakteristisches Rotband an Stelle des Bandes im Gelb spektral 
unterschieden ist. Dieses Oxydationsprodukt entsteht auch stets 
spontan beim Altern von Bakteriochlorophyllésungen, namentlich 
im Licht. Durch das Auftreten des Rotbandes wird das Spektrum 
chlorophyllahnlicher. Der Gedanke lag nahe, daB man von diesem 
oxydierten Bakteriochlorophyl|! eher zu Porphyrinen kommen 
kénnte, die auch der Chlorophylireihe angehéren, als vom nativen 
Bakteriochlorophyll. Die Bakterioporphyrine, die mit Hilfe des 
Fe—Ameisensaure-Verfahrens aus dieser Oxydationsstufe erhalten 
werden, sind jedoch wiederum neue Porphyrine, die ebenfalls nicht 
beim Chlorophyllabbau gefunden worden sind. Auch hier ent- 
stehen wieder 2 Hauptporphyrine und 1 Nebenkérper. Die Haupt- 
porphyrine — ,oxydiertes* Bakterioporphyrin, HCl-Zahl7 
und HCl-Zahl 12 — unterscheiden sich im Spektrum dadurch, 
da8 die Binder IJ, III und IV von der Oxydationsstufe mit der 
HCl-Zahl 12 gegeniiber 7 nach Rot verschoben sind. Oxydiertes 
Bakterioporphyrin 7 hat vermutlich wenigstens zwei freie Carboxyl- 
gruppen; es wird von 1°/, iger sekundirer Natriumphosphatlésung 
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mit roter Farbe aus Atherlésung extrahiert. Oxydiertes Bakterio- 
porphyrin 12 dirfte (in Analogie zum Bakterioporphyrin 12) eine 
freie und eine veresterte Carboxylgruppe haben, da es von sekun- 
direr Phosphatlésung aus Ather unter Bildung griiner Flocken 
extrahiert wird und weiterhin nicht in Liésung geht. 

Das aus oxydiertem Bakteriochlorophyll entstehende Neben- 
porphyrin ist starker basisch (HCl-Zahl 3) und hat in seinen 
Spektralbanden die Intensitatsreihenfolge II, IV, I, I; auch dieses 
Nebenporphyrin entsteht vermutlich aus der Bakteriochlorophyll- 
Komponente a. 

Zwischen den einzelnen Gruppen der Bakterioporphyrine 
bestehen weitgehende Analogien: bei der HJ—Hisessig-Reduktion 
und der Fe—Ameisensiure-Reduktion von Bakteriochlorophyll und 
derjenigen von oxydiertem Bakteriochlorophyll werden neben- 
einander 3 Porphyrine gebildet, die innerhalb der einzelnen Gruppen 
ihnliche Spektralunterschiede zeigen, und zwar nicht nur in der 
Lage, sondern auch in der Intensitatsreihenfolge der Banden. Am 
stirksten basisch sind die Nebenporphyrine mit der Intensitits- 
reihenfolge III, IV, II, I. Die Hauptporphyrine haben alle die 
Reihenfolge III, II, IV, I. — Soweit Elementaranalysen vorliegen, 
zeigt es sich, daB alle Bakterioporphyrine (auch die Bakterio- 
phioporphyrine) um 1 bzw. 2 C-Atome drmer sind als die ent- 
sprechenden Porphyrine aus Chlorophyll. An der Zah] der C-Atome, 
die H. Fischer fiir seine Phaoporphyrine angibt, glaube ich nicht 
zweifeln zu sollen. Durch den Anschlu8 dieser Porphyrine an 
seine synthetisch hergestellten Porphinkérper ist die C-Zahl wohl 
sichergestellt, wenn auch Fischers Altere Analysen z. T. eben- 
sogut eine um 1C iarmere Formel rechtfertigen. Nach H. Fischer 
sollen auch die zuerst von Noack und KieBling analysierten 
Chlorophyllporphyrine der Fe—Ameisensaure-Reduktion einen den 
Phaioporphyrinen entsprechenden C-Gehalt haben. Noack hatte 
seinerzeit nach seinen Analysen die C-Zahl offen gelassen und 
die um 1 C fdrmeren Formeln (entsprechend den C-Zahlen der 
Bakterioporphyrine) fiir ebenso berechtigt gehalten wie die 
H.Fischers Phaoporphyrinen entsprechenden C-reicheren Formeln. 
Interessant ist es nun, daB neue Chlorophyllporphyrine, die im 
Laboratorium Noacks durch oxydativen Chlorophyllabbau ge- 
wonnen worden sind (unveréffentlicht), ebenfalls eindeutig um 
1 C armer sind als Fischers entsprechende Phioporphyrine, 
also in ihrer C-Zahl mit meinen Bakterioporphyrinen iiberein- 
stimmen. 
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Der Alkaliabbau von Bakteriochlorophyll bei hoher 
Temperatur im Autoklaven fiihrt zu K6érpern, die auch beim 
Chlorophyllabbau gewonnen werden. Bisher habe ich dabei nur 
Phylloporphyrin und Pyrroporphyrin identifizieren kénnen. 
Beide Porphyrine entstehen nebeneinander; da8 sich beim Arbeiten 
bei etwas héherer Temperatur der Schwerpunkt der Darstellung 
auf Pyrroporphyrin verschiebt, wihrend Phylloporphyrin nur in 
Spuren entsteht, ist nicht verwunderlich. Jedenfalls wurde in 
keinem Falle Rhodoporphyrin beobachtet. Auch das spricht dafiir, 
daB die Hauptkomponente des Bakteriochlorophylls ein typisches 
b-Chlorophyll ist. Denn auch beim Alkaliabbau des Chlorophyll b 
unter den hier angewandten Bedingungen wird im Gegensatz zum 
Abbau des Chlorophyll a die Stufe der Porphindicarbonsiuren 
(Rhodoporphyrin) iibersprungen und es entstehen glatt die Mono- 
carbonsiuren (Porphinpropionsiuren) Pyrro- und Phylloporphyrin 
(Willstatter u. Stoll, Chlorophyllbuch 8S. 353)}). 

Die Identifizierung des beim Alkaliabbau erhaltenen Phyllo- 
und Pyrroporphyrins muBte auf Spektrum und Basizitit beschrankt 
bleiben. Da aber gerade die Spektren dieser Porphyrine sehr 
charakteristisch und scharf sind und die starke Basizitit diese 
Kérper von anderen wohl unterscheidet, halte ich die Identifi- 
zierung fiir sicher. Denn die mit den Porphinmonocarbonsauren 
im Spektrum identischen und ebenfalls starkbasischen Atiopor- 
phyrine erfordern bei ihrer Darstellung ein noch energischeres 
Vorgehen (Natronkalkdestillation oder Brenzreaktion). Unter den 
angewandten Bedingungen kann eine vdllige Decarboxylierung 
nicht erfolgt sein. — An eine priiparative Darstellung des Phyllo- 
und Pyrroporphyrins aus Bakteriochlorophyll ist bei der Kost- 
barkeit des Ausgangsmaterials nicht zu denken. Es ist doch schon 
die Ausbeute bei der Darstellung der beiden Porphyrine aus 
Chlorophyll a recht schlecht. Und hier ist sie prozentual 
noch viel schlechter, da es sich ja bei dem Ausgangsmaterial um 
ein Chlorophyll b handelt. Wie bereits Willstaitter beobachtete 
und auch H. Fischer wiederholt betont hat, verlaufen die Abbau- 
reaktionen bei den Kérpern der Chlorophyll-b-Reihe ganz all- 
gemein mit ungleich schlechterer Ausbeute als beim Chlorophyll a. 








1) Auch H. Fischer (1929) fand, daB unter den Bedingungen, wie 
auch ich sie beim Alkaliabbau angewandt habe, aus Chlorophyll-b-Derivaten 
kein Rhodoporphyrin gebildet wird. Unter anderen Bedingungen (Abwesen- 
heit von Pyridin!) bekam er (und ebenso Conant 1931) auch Rhodoporphyrin 
aus Phiéophorbid b. 
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Schon bei der Behandlung der oxydierten Bakterioporphyrine 
wurde von der Oxydierbarkeit des Bakteriochlorophylls 
esprochen. Das bei der Oxydation entstehende ,,oxydierte* Bak- 
teriochlorophyll hat an Stelle des typischen Absorptionsbandes 
des nativen Bakteriochlorophylls ein Rotband wie die echten 
Chlorophylle. Die Oxydationsstufe ist ferner auch dadurch 
chlorophyllahnlicher, daB sie sich in allen Lisungsmitteln, auch 
denen mit niederer Dielektrizititskonstante, mit griiner Farbe lést. 
Diese Oxydation ist auch mit Pd-Wasserstoff nicht riickgingig 
zu machen. 

Saiureabspaltung des Mg aus oxydiertem Bakteriochlorophyll 
fihrt zu oxy diertem Bakteriophaiophytin, dasein dem Bakterio- 
phiiophytin gegentiber nach Rot verschobenes Spektrum zeigt. 
Dieses Oxydationsprodukt ist nicht derselbe Kérper, den man bei 
der Oxydation des Bakteriophiophytins selbst bekommt; denn 
such Bakteriophiophytin liBt sich, wenn auch viel schwerer als 
Bakteriochlorophyll, oxydieren (mit Benzoylperoxyd). Das Oxy- 
dationsprodukt zeigt ebenfalls Rotverschiebung der Absorptions- 
streifen gegeniiber Bakteriophiophytin. Hier scheint die Oxydation 
aber doch tiefer in den Bau des Molekiils eingegriffen zu haben 
als beim ,,oxydierten“ Bakteriophiophytin; denn das Spektrum ist 
bereits recht verschieden vom normalen Bakteriophaophytinspektrum. 

Es gibt nun noch eine andere Oxydationsstufe des Bakterio- 
chlorophylls, zu der man bei noch vorsichtigerer Oxydation 
kommt und die reversibel ist. Das Spektrum dieses reversibel 
oxydierten Bakteriochlorophylls ist durchaus identisch mit 
dem des irreversibel oxydierten Bakteriochlorophylls, d. h. Rot- 
band vom Chlorophylltyp an Stelle des Bandes des genuinen 
Farbstoffs. Die Lésungen des reversibel oxydierten Bakterio- 
chlorophylls sind ebenso wie die des stabilen Oxydationsprodukts 
grim, auch in Lésungsmitteln mit einer D.K. << 15. Geeignete 
Oxydationsmittel sind J, KMnO,, Benzoylperoxyd, aber auch 
Kisen(I])salze und Cu(I])salze. Die Oxydation wird wieder riick- 
giingig gemacht (d. h. das Spektrum des genuinen Bakteriochloro- 
phylls erscheint wieder) durch Zusatz von Reduktionsmitteln wie 
Hydrazin, Fe(II)salz, HJ, Natriumhyposulfit u. a. Merkwiirdiger- 
weise erfolgt die Reduktion (Riickbildung des Spektrums des genuinen 
Bakteriochlorophylls) auch ohne Reduktionsmittel dann, wenn man 
das in Methylalkohol geléste reversibel oxydierte Bakteriochloro- 
phyll in frischen Ather iiberfiihrt und den Methylalkohol (mit 
eventuell vorhandenem iiberschiissigem Oxydationsmittel) weg- 
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wischt. Wird an Stelle des Athers Amylalkohol oder Petrolither 
verwendet, so erfolgt keine spontane Reduktion; erst Zusatz von 
Reduktionsmitteln bewirkt in diesem Falle die Reduktion. — 
Bakteriochlorophyll kann auch eine weitergehende Reduktion 
erfahren und zwar bei Behandlung mit TiCl,. Die entstehende 
Leukoverbindung ist vermutlich eine Perhydrostufe des Bak- 
teriochlorophylls, in der das System der konjugierten Doppelbin- 
dungen unterbrochen ist. 

Die reversible Oxydation des Bakteriochlorophylls kann keine 
Dehydrierung sein (wie die Allomerisation des Chlorophylls), denn 
sie wird auch riickgingig gemacht durch Durchleiten eines leb- 
haften, sorgfailtig gereinigten Stickstoffstromes durch die Lésung 
des oxydierten Bakteriochlorophylls. Vielleicht liegt ein Moloxyd 
vor, dessen O, sehr leicht, z. B. schon durch einen indifferenten 
Gasstrom, wieder abgespalten wird. Die Annahme eines Moloxyds 
kénnte auch die erhebliche Verainderung des Absorptionsspektrums 
verstindlich machen: durch Wegfallen einer Doppelbindung (viel- 
leicht zwischen C, und C,, entstiinde aus einem Spektrum hoherer 
Ordnung ein solches niederer Ordnung, wie ich es dhnlich beim 
Ubergang vom Bakteriochlorophyll zum Bakteriophaophytin fiir 
méglich halte (vgl. S. 225). Dafiir spricht auch, daB man genau 
denselben Umschlag des Spektrums wie bei der reversiblen Oxy- 
dation ohne jedes Oxydationsmittel durch Zugabe von wenig H,O 
zur methylalkoholischen Lésung des Bakteriochlorophylls bekommt. 
In diesem Falle kénnte die fragliche Doppelbindung durch Hy- 
dratisierung aufgehoben werden. Der Spektraleffekt ist derselbe 
wie bei der Bildung des vermuteten Moloxyds. Eine Hydrat- 
bildung am Chlorophyll halt ja auch Stoll (1932) fiir méglich; 
sie soll nach seiner Ansicht bei der Photosynthese eine Rolle 
spielen. Andere Méglichkeiten der Erklirung sollen mangels 
weiterer Unterlagen noch nicht diskutiert werden. 

Ich beabsichtige, der Frage nachzugehen, ob dieses rever- 
sible Verhalten des Bakteriochlorophylls im Stoffwechsel der 
Purpurbakterien eine Rolle spielt, d.h. ob wir das Bakterio- 
chlorophyll etwa als ein Redoxsystem mit physiologischer 
Bedeutung zu betrachten haben. 

Die vorliegenden Untersuchungen betreffen das photosyn- 
thetisch wirksame Pigment der Athiorhodaceen. Da sich der 
entsprechende Farbstoff der Thiorhodaceen, so viel man bisher 
von ihm wei, in nichts von dem hier behandelten Bakterio- 
chlorophyll unterscheidet und ja auch die beiden Purpurbakterien- 
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gruppen durch Uberginge verbunden sind, kann man wohl ihre 
Assimilationspigmente fiir identisch halten. Und schlieBlich wird 
das Bakterioviridin der griinen Bakterien vermutlich dem 
Bakteriochlorophyll nahe stehen. Van Niel hat auch fiir diese 
Bakteriengruppe die mit H,S-Oxydation gekoppelte Photosynthese 
bewiesen. Die kurzen Angaben Metzners (1922) iiber das Ab- 
sorptionsspektrum des Bakterioviridins sprechen (ganz im Gegen- 
satz zu Metzners Ansicht) ebenfalls sehr fiir die Bakteriochloro- 
phyllverwandtschaft: Das Absorptionsspektrum hat auSer einem 
Rotband, das dem typischen Chlorophyllrotband gegeniiber etwas 
mehr im langwelligen Rot liegt, keine Streifen im sichtbaren Gebiet. 
Ks nahert sich also sehr stark dem Spektrum des oxydierten 
Bakteriochlorophylls! 


Von biologischer Bedeutung diirfte die Tatsache sein, daB 
das Bakteriochlorophyll ebenso wie das Chlorophyll in zwei 
offenbar in ihrer Oxydationsstufe verschiedenen Modifikationen 
(Komponente a und b) vorkommt, wenn auch das Mengenverhiltnis 
der beiden Komponenten beim Bakteriochlorophyll im Gegensatz 
zum Chlorophyll der héheren Pflanzen stark nach der Seite der 
sauerstoffreicheren b-Komponente verschoben ist. 


Zusammenfassung. 


1. Das bisher als Bakteriochlorin bezeichnete Pigment der 
photosynthetisch tatigen Purpurbakterien ist trotz starker spek- 
traler Verschiedenheiten mit dem Chlorophyll verwandt und tritt 
wie dieses in 2 Modifikationen auf, von denen die b-Modifikation 
infolge ihres starken Vorherrschens analytisch erfaBbar ist und in 
der Elementarzusammensetzung mit dem Chlorophyll b iiberein- 
stimmt: C,,H,,.N,O,.Mg-1H,O mit einer OCH,-Gruppe. Der 
Analyse nach mu8 auch Phytol bzw. ein diesem entsprechender 
Kérper vorhanden sein. Der Farbstoff ist demnach als Bakterio- 
chlorophyll zu bezeichnen. 


2. Es wurde eine der Chlorophyll b-Reihe entsprechende 
Abbaufolge erhalten, wobei eine Anzahl magnesiumfreier Derivate, 
besonders solche der Phiophorbid- und Porphyrinstufe genauer 
erfaBt werden konnte. 

3. Trotzdem bestehen wesentliche Unterschiede zwischen 
Chlorophyll b und dem Bakteriochlorophyll b, da erst bei weit- 
gehendem Abbau Korper (Phylloporphyrin und Pyrroporphyrin) 
erhalten werden, die von der Chlorpy4yllreihe her bekannt sind. 
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4, Ferner zeigt das Bakteriochlorophyll im Gegensatz zum 
Chlorophyll eine spektralanalytisch greifbare, reversible Umwand- 
lungsfaihigkeit in Gegenwart von Oxydations- bzw. Reduktions- 
mitteln derart, daB auch schwach oxydierende Mittel einen Kérper 
mit dem Spektraltyp des Chlorophylils erzeugen. MutmaBlich 
entspricht der genuine Zustand der sogenannten Phase des Chloro- 
phylls, mit der das Bakteriochlorophyll auch in der hohen Labi- 
litit ungefihr ibereinstimmt. 


5. Das Spektrum des genuinen Bakteriochlorophylls kann 
mit seinen Absorptionsbindern im Infrarot und nur einem Band 
im sichtbaren Gebiet in bezug auf das Spektrum des oxydierten 
Farbstoffs und des im Typ 4hnlichen des Chlorophylls als 
Spektrum II. Ordnung aufgefaBt werden, das durch Einbeziehung 
einer weiteren, dem Chlorophyll fehlenden Doppelbindung in das 
Polyensystem hervorgerufen sein kénnte. 


6. Die hohe Labilitéit des Bakteriochlorophylls hat zweifellos 
physiologische Bedeutung und kann wohl infolge ihrer spektro- 
skopischen Kontrollierbarkeit zu grundsitzlichen Untersuchungen 
iiber den Chemismus der Photosynthese und iber labile Molekiil- 
gruppen im Chlorophyll herangezogen werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Massenkultur der Purpurbakterien erfolgte in Nihr- 
lésung in der von mir friiher beschriebenen Weise (Schneider 
1930). Um rascher arbeiten zu kénnen, wurde auf die Reinkultur 
der Bakterien verzichtet, die hier nicht wesentlich war. Dieser 
Verzicht erleichterte das Kulturverfahren erheblich, so daB es 
méglich war, wéchentlich 25 Liter Bakterienkulturen zu verarbeiten. 
Die Kulturen, die zur Verarbeitung kamen, waren 4 Wochen alt; 
nach dieser Zeit hatten sie ihren vollen Bewuchs. Sie enthielten 
(abgesehen von den pigmentfreien Begleitbakterien, die sich als 
Verunreinigungen entwickelten) nur eine Spezies, und zwar eine 
Athiorhodacee, die ich als den haufigen Rhodobacillus palustris 
bestimmen zu kénnen glaubte, wihrend sie van Niel fiir einen 
Rhodovibrio hilt. 


Darstellung von Bakteriochlorophyll. Das Verfahren entspricht 
bis auf einige Kinzelheiten der von Willstitter und Stoll aus- 
gearbeiteten Methode zur Gewinnung von Chlorophyll. 

Die Bakterien werden aus der Kulturfliissigkeit abzentrifugiert 
und, soweit sie sich dabe! 3: it abscheiden, durch ein Talkum- 
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filter auf der Nutsche abfiltriert. Die so gewonnene Bakterien- 
masse wird zusammen mit dem Talkum des Filters und etwas 
Calciumcarbonat (zur Bindung freier Siuren) in der Reibschale mit 
wenig unverdiinntem Aceton angerieben und mit 82°/, igem Aceton 
wiederholt auf der Schiittelmaschine extrahiert. (Fir die Bakterien- 
masse aus 25 Liter Kulturfliissigkeit braucht man bei jedem 
Schiitteln etwa 800 ccm 82°/, Aceton.) Nach etwa 10 maligem 
Schiitteln (je 14/, Stunde) ist gewédhnlich alles Bakteriochloro- 
phyll extrahiert. Héher konzentriertes Aceton vermag noch etwas 
Bakteriochlorophyll herauszulésen, nimmt aber so viel Carotene 
mit auf, daB man besser auf die Gewinnung dieser letzten Reste 
von Bakteriochlorophyll verzichtet. — Der Acetonextrakt wird 
auf der Nutsche abgesaugt und das dabei unter Umstiinden aus- 
fallende Bakteriochlorophyl). durch Zusatz von unverdiinntem Aceton 
wieder in Lésung gebracht. Beim langsamen Einlaufenlassen des 
Acetonextraktes in schwersiedenden Petrolither geht die Haupt- 
menge des Bakteriochlorophylls in den Petrolither. Der Rest 
wird durch Umschiitteln in (nétigenfalls frischen) Petrolather iiber- 
gefiihrt. Das Aceton, das der Petrolither dabei aufgenommen 
hat, wird durch Zusatz von zunichst wenig Wasser weggewaschen, 
wobei dieses, da es verhaltnismiBig acetonreich ist, viel verunrei- 
nigende Begleitstoffe (Fett) mit wegnimmt. Dann wird mit gréBeren 
Wassermengen das restliche Aceton entfernt, worauf das Bakterio- 
chlorophyll ausfallt. 


Das bei der Darstellung des Chlorophylls notwendige Waschen 
der Petrolitherlésung mit Methylalkohol (zur Entfernung von 
Xanthophyll) kann unterbleiben, da ein sich entsprechend ver- 
haltendes Carotinoid bei den Purpurbakterien nicht vorkommt. 


Im weiteren halt sich das Verfahren zur Darstellung des 
Bakteriochlorophylls streng an die von Willstatter fiir das Chloro- 
phyll gegebene Vorschrift, also Abfiltrieren des Bakteriochloro- 
phylls auf Talkum und wiederholtes Umfallen aus Ather mit leicht- 
siedendem Petrolither. 


Die Ausbeute aus 25 Liter Kulturfliissigkeit betragt etwa 
500 mg reines Bakteriochlorophyll oder etwa 750 mg Rohprodukt. 


Der Mg-Gehalt des Bakteriochlorophylls wurde qualitativ mit Tetra- 
oxyanthrachinon (nach Hahn 1927) nachgewiesen und zwar sowohl in der 
Asche des Bakteriochlorophylls als auch in der salzsauren wiBrigen Schicht, 
wie man sie bei der Darstellung von Bakteriophiéophytin aus Bakteriochloro- 
phyll durch Schiitteln der Atherlésung mit Salzsiure erhilt. 
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Analyse des Bakteriochlorophylls’). 


5,032, 4,958 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 13,170, 12,980 mg CO,, 
3,520, 3,500 mg H,O, 0,170, 0,200 mg Asche. — 3,452 mg Subst.: 1,105 mg 
AgJ. — 19,010, 20,700 mg Subst.: 0,765, 0,930 mg Asche. Die Asche wurde 
als MgO identifiziert. 

C,;H,.N,O,Mg-1H,O Ber. C 71,20 H 8,05 N6,05 Mg 2,62 10CH, 3,42 
C;,H;,>N,O,Mg-1H,O » 9 01,35 ,, 7,84 ,, 6,06 4, 2,64 ” 3,36 
Gef. ,, 71,42 ,, 7,83 ,,5,75 , 2,04 ,, 4,22 

» 9 01,44 ,, 7,90 ial » 2,43 ee 

” se ae = » 2,43 oe 

” ayes - oo » 2,71 ane 


Farbe des Bakteriochlorophylls 
in Lésungsmitteln verschiedener Dielektrizititskonstante. 























Bakteriochlorophyll DK Farbe 
gelést in = der Lésung 

a 1,8 blau 
eee es 2,29 violett 
i a ee 2,37 - 
eg ee ee 2,38 +2,57 m 
Schwefelkohlenstoff ... . 2,62 —" 
A ae a a 4,38 » 
eee 5,1 . 
ee 9,7 blau 
PS 6d Aw we 12 griin 
Amylalkohol ....... 16,7 9 
n-Butylalkohol. ...... 19,2 » 
Essigsiureanhydrid*), .. . 20,5 ~ 
Ae ere 21 blaugriin 
Propylalkohol. ...... 22 grin 
Isopropylalkohol. ..... 26 ‘ 
Athylalkohol ....... 27 
Methylalkohol. ...... 35 - 
ee aa a 41,2 . 
Ameisensiure....... 58 blau 


Das Bakteriochlorophyll hat wie das Chlorophyll keinen 
scharfen Schmelzpunkt*). Es beginnt bei 94° (korr.) zu sintern. 
Das einmal geschmolzene Bakteriochlorophyll hat jedoch bereits 





1) Alle Elementaranalysen sind von Herrn Dr. Schoeller, Berlin, 
ausgefiihrt worden. 

*) Gelést in wenig Ather, mit viel Essigsiureanhydrid verdiinnt. 

*) Gelést in CH,OH oder CHCI,, mit viel Glykol verdiinnt. 

*) Alle Schmelzpunktsbestimmungen nach der Mikromethode von 
Kofler und Dernbach (1931). Den Mikroschmelzpunktsapparat stellte in 
dankenswerter Weise Herr Apotheker Aye, Frankfurt a. d. O., zur Ver- 


fiigung. 





eccet 


Ss ory = B&B 







































Uber das Bakteriochlorophyll der Purpurbakterien. 941 


oxydative Zersetzungen erfahren; es tritt ein Absorptionsband im 
langwelligen Rot auf: 

Spektrum in Ather: 691—663...581—561...; Reihenfolge der Inten- 
gititen: I, IL. 

Beim Schiitteln der Atherlésung des Bakteriochlorophylls 
mit HCl farbt sich erst 22°/, HCl schwach an; 25°/, HCl nimmt 
reichlich Farbstoff aus dem Ather auf. Die HC1- Zahl ist somit 
etwas héher als beim Chlorophyll. 

Spektrum des Bakteriochlorophylls in violetter Atherlésung: 

E...681 592—564, 424...E. 

Spektrum in griiner, methylalkoholischer Lésung: 

E...683 617—590, 424...E. 


Die Linksverschiebung des Absorptionsbandes in den Lésungsmitteln, 
in denen sich das Bakteriochlorophyll griin lést, ist verschieden stark, in 
CH,OH besonders weitgehend. Beim Uberfiihren des Bakteriochlorophylls 
aus einem griin lésenden Lésungsmittel in ein violett lésendes (evtl. unter 
Abdampfen bei Zimmertemperatur) riickt das Absorptionsband nach Blau 
und umgekehrt. 


Die Farben der Lésungen in saueren oder alkalischen Lésungsmitteln 
fallen z. T. aus der Reihe. 


Versuch der Trennung des Bakteriochlorophylls in seine beiden 
Komponenten. Ks wurde nach dem Willstatterschen Entmischungs- 
verfahren mit Petrolather und Methylalkohol gearbeitet. — Beim 
wiederholten Ausschiitteln der Petrolitherlésung des Bakterio- 
chlorophyllgemisches mit 85°/, igem Methylalkohol bleibt nur 
wenig Farbstoff im Petrolither (Komponente a), wihrend die 
Hauptmenge in den Methylalkohol geht (Komponente b). 


60 mg Bakteriochlorophyllgemisch wurden in 15 com Ather 
gelést und die Lisung in 300 ccm Petrolither (schwersiedend) 
eingegossen. Der Ather wurde durch 2maliges Ausschiitteln mit 
je 150 com 75°/,igem Methylalkohol weggewaschen. Dann wurde 
15mal mit je 150 com 85°/,igem Methylalkohol (petrolithergesit- 
tigt) extrahiert. Komponente a blieb mit Resten von b im Petrol- 
ther, Komponente b war noch verunreinigt mit a in den Extrak- 
ten enthalten. Von den 15 Extrakten wurden die ersten 5 auf ,,b“ 
verarbeitet, die iibrigen verworfen. Die Ausziige 1—5 wurden 
mit je 75 ccm unverdiinntem Methylalkohol versetzt und zur Ent- 
fernung von mitgerissenem Bakteriochlorophyll a mit 75 ccm 
Petrolither gewaschen. Nach Zusatz von je 150 ccm Ather wurde 
durch Wasserzusatz entmischt und die Atherlésung gewaschen: 
Komponente b. 
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Der die Komponente a enthaltende Petrolather wurde zur Ent- 
fernung von b-Resten noch 3mal mit je 150 ccm 90°/,igem 
Methylalkohol ausgeschiittelt, dann mit Natriumsulfat getrocknet, 
zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit Ather aufgenom- 
men: Komponente a. 

Beide Komponenten haben Zersetzungserscheinungen erfahren, 
wie das Auftreten eines Absorptionsbandes im dunklen Rot zeigt; 
Spektren der beiden (bereits verinderten) Komponenten des 
Bakteriochlorophylls in Ather: 


a I. 698—667; Il. 584. 
A 


680 
Reihenfolge der Intensititen: I, I. 
b I. 692—650; Il. 585—573. 


670 579 
Reihenfolge der Intensitiéten: I, II. 


In Analogie zum Chlorophyll sind die Absorptionsbinder 
der Komponente b des Bakteriochlorophylls gegeniiber a nach 
Violett verschoben. 


Darstellung von Bakteriophaiophytin. Atherische Bakteriochloro- 
phyllésung wird mit 22°/,iger wiSriger Salzsiure kurz geschiittelt, die 
Salzsiure weggewaschen und die oliv-braungriine, rot fluoreszierende Ather- 
lésung des Bakteriophdéophytins stark eingeengt. Zusatz von viel Athylalkohol 
fillt das Bakteriophiophytin in Form von briunlichen Kigelchen allmiblich 
aus. Sofortige Fallung des Bakteriophiophytins aus konzentrierter Ather- 
lésung erfolgt mit leichtsiedendem Petrolither. Reinigung durch Umfiillen. 
Auf die Reindarstellung wurde verzichtet. 


Spektrum der olivgriinen, rot fluorescierenden Atherlésung: 
I. 700—660; II. 631—611; III. 582—560; IV. 540—503: 


681 621 571,5 520 
V. 496—480; VI. 467—449; End-Abs. 400. 
Ne ae ee 
488 458 


Reihenfolge der Intensititen: I, V, VI, II, IV, II. 

Basizitait: 22°/,ige HCl nimmt noch kein Bakteriophiophytin aus 
Atherlésung auf, 25°/,ige HCl dagegen schon erhebliche Mengen. 

Bakteriophaophytin-Kupferverbindung. Bakteriophiophytin in 
itherischer Lésung gibt nach Zusatz von '/, Volumen Eisessig und etwas 
Kupferacetat bei kurzem Sieden am Riickflu’kiihler eine Cu-Verbindung. 
Diese fluoresciert nicht und ist in Atherlésung mehr blaugriin, nicht oliv- 
griin wie der Ausgangskérper. Das Spektrum ist identisch mit dem des 
Bakteriophiophytins, jedoch ist die Endabsorption am blauen Ende etwas 
weiter ins Kurzwellige hinausgeriickt. 

Einfihrung von Mg in Bakteriophaophytin durch Grignardi- 
sierung. Bakteriophiophytin wurde in absolutem Ather gelést und mit 
einem starken Uberschu8 yon Grignards Reagens versetzt. (Grignards 
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Reagens: 4 g Mg-Spine wurden in 75 ccm absolutem Ather mit 25 g 
Methyljodid 3 Stunden am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt und die 
Lésung von wenig nichtumgesetztem Mg abfiltriert.) Eine Probe des Reak- 
tionsgemisches wurde mit 10°/,igem Mononatriumphosphat zersetzt und 
lieferte wieder Bakteriophiophytin. — Das Mg tritt erst nach stundenlangem 
Stehen der Phiophytinlésung mit Grignards Reagens in Komplexbindung 
ein. Es entsteht dann bei raschem Zersetzen mit 10°/,igem Mononatrium- 
phosphat eine violette Atherlésung, die aber offenbar noch ein Gemisch 
darstellt: 


Spektrum des grignardisierten Bakteriophiophytins in 
Ather: 

I. 651; II. 624; IIL. 560; IV. 516; V. 494. 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, IV = II. 


Das Absorptionsband 560 tiberwog die iibrigen Binder an Intensitit 
derartig, daB es nahe lag, diese auf Verunreinigungen zuriickzufiihren und 
das Band 560 wu als dem bei 578 up liegenden einzigen Absorptionsband 
des nativen Bakteriochlorophyl!s analog zu betrachten. Fiir diese Annahme 
sprechen auch die Ergebnisse der Versuche, das Bakteriophiophytin- 
Grignardprodukt durch Umfillen zu reinigen. (Krystallisation trat nicht 
ein, was ja auch wegen des anzunehmenden Phytolgehaltes nicht zu 
erwarten war.) Beim wiederholten Umfillen der eingeengten Atherlésung 
mit leichtsiedendem Petrolither tiberwogen die eben genannten Nebenbinder 
des Spektrums in der Mutterlauge sehr stark, wihrend das Band 560 relativ 
sehr schwach geworden war. Dagegen zeigt das Absorptionsspektrum der 
Fillung (bei wiederholter Umfillung immer stirker) ein sehr starkes 
Band 560 wu und nur noch ganz schwach die Nebenbinder. Reinigung bis 
zum volligen Verschwinden der Nebenbinder war nicht zu erreichen. — 
Zusatz von Methylalkohol zur violetten Atherlésung des Grignardproduktes 
liBt diese unter Linksverschiebung des Absorptionsbandes 560 uu ergriinen, 
ebenso wie dies bei Zugabe von Methylalkohol zur Atherlésung des nativen 
Bakteriochlorophylls der Fall ist. 


Darstellung von Bakteriophiophorbid. Bei der — von 
Bakteriophiophorbid wurde das von Stoll und Wiedemann (1932b) 
verdffentlichte Verfahren verwandt. 


Die ebenso wie bei der Darstellung des Bakteriochlorophylls ge- 
wonnenen Acetonrohextrakte wurden zur Abspaltung des Mg mit Oxal- 
siiure versetzt (50 ccm 10°/,ige wiBrige Oxalsiurelésung auf 1 Liter Extrakt). 
Nach 10 Minuten wurde die Acetonlésung des Bakteriophiophytins langsam 
in Ather eingegossen, wobei der Farbstoff in den Ather geht. Die waBrige 
Schicht muB erforderlichenfalls noch einmal mit frischem Ather aus- 
geschiittelt werden. Die Atherlésung des Bakteriophiophytins wird vor- 
sichtig (Emulsionsgefahr!) 4 mal gewaschen. Zur Verseifung des Phytol- 
esters wird die Atherlésung langsam mit konzentrierter Salzsiure versetzt, 
die in Eis gekihlt ist (1 Liter Atherlésung + 2,3 Liter konzentrierte HCl). 
Nach 1—1'/, Stunde ist die Verseifung beendet. Zur Abtrennung des ab- 
gespaltenen Phytols wird die itherische Salzsiure mit Wasser etwas ver- 
diinnt und mehrmals mit Ather gewaschen. Die Athermenge, die auBer 
Phytol auch Bakteriophiéophorbid aufnimmt, soll dabei méglichst klein sein, 
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damit nicht zuviel Phiophorbid verloren geht. Nun wird das Phiophorbid 
durch Verdiinnen in frischen Ather getrieben (3 Liter salzsaure Phiophorbid- 
iitherlésung + 2 Liter Ather + 9 Liter Wasser). Die wiaBrige Schicht, die 
auBer Carotinderivaten starkbasische Verunreinigungen enthalt, wird ver- 
worfen, die Atherlésung des Bakteriophiophorbids bis zur Neutralitit ge- 
waschen und stark eingeengt. Das Bakteriophiophorbid krystallisiert aus und 
wird auf dem Filter mit Ather und Methylalkohol nachgewaschen. Aus- 
beute 350 mg Phiophorbid aus 25 Liter Bakterienkulturen. 

Trennung der beiden Komponenten des Bakteriophaophorbids. 
Zur Trennung der beiden Bakteriophiophorbide dient die Atherlésung des 
Bakteriophiophorbidgemisches, wie sie bei der Bakteriophéophorbiddar- 
stellung erhalten wird. Eventuell noch vorhandene stark basische Verunreini- 
gungen werden mit 12%, HCl abgetrennt; dann wird mit 16°/, und schlieb- 
lich 18°/, HCl das in geringer Menge anfallende Bakteriophiophorbid a 
extrahiert. Mitgerissenes Bakteriophiophorbid b wird durch Waschen der 
salzsauren Extrakte mit frischem Ather entfernt und zur Hauptmenge zuriick- 
gegeben. Die letzten Reste von Bakteriophiophorbida werden mit 20°/, iger HC! 
extrahiert; diese Extrakte nehmen schon viel von der b-Komponente mit 
auf, so daB sie verworfen werden miissen. Der Restiither enthalt die Haupt- 
menge des Phiophorbid b. Die Fraktionierung mu8 von stindiger spektro- 
skopischer Kontrolle begleitet sein. — Das Phiophorbid a wird sofort aus 
seiner salzsauren Lésung durch Verdiinnen in Ather iibergefiihrt, Die Ather- 
lésungen der beiden Phiophorbide werden bis zur Neutralitét gewaschen 
und stark eingeengt, wobei sich gute Krystalle ausscheiden. 

Bakteriophiophorbid a fillt in so geringer Menge an, daB es bisher 
noch nicht zur Analyse dargestellt werden konnte. Bakteriophiéophorbid b 
wurde zur Analyse wiederholt umkrystallisiert. Die Umkrystallisation. laBbt 
sich bequem bewerkstelligen durch Lisen des Phiophorbids in Aceton, Uber- 
fiihren in Ather und Einengen. Das Aceton braucht dabei nicht restlos weg- 
gewaschen zu werden, da es in geringer Menge die Krystallisation nicht stort. 

Bakteriophiophorbid b-Analyse: Die Analyse pabt am besten 
auf ein Halbhydrat von der Formel C,,H,,N,O, - */,H,0. 

4,742, 5,451, 5,861 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 11,805, 13,560, 
13,295 mg CO,, 2,580, 3,130, 2,990 mg H,O (Spur, Spur, 0,032 mg Asche). — 
3,312, 3,216, 2,796 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 0,259 (24,5°, 765 mm), 
0,252 (23,5°, 765 mm), 0,217 (23°, 751 mm) ccm Ny. — 5,563 mg Subst.: 
1,380mg AgJ. 

C35H33N,0, + '/2 HO Ber. C 67,81 H 6,35 N 9,05 10CH, 5,01 


Gef. ,, 67,92 ,, 6,09 ,, 9,08 yo ae 
” ” 67,88 ” 6,43 » 9,08 ee 
”? ” 67, 96 ” 6 27 ” 8 85 ae 


Das freie Bakteriophiophorbid b hat keinen scharfen Schmelzpunkt, 
es beginnt bei etwa 220° (korr.) unter Zers. zu schmelzen. 

Spektren: Das Spektrum des Bakteriophiophorbidgemisches ist dem 
des Bakteriophiophytins auBerordentlich ihnlich. Die Intensitiéiten der Ab- 
sorptionsbanden sind so verschieden, daf man die Breite der einzelnen 
Bander nicht bei ein und derselben Schichtdicke und Konzentration auf- 
nehmen kann. (Auch in dieser Beziehung besteht weitgehende Analogie zu 
den entsprechenden Kérpern der Chlorophyllreihe.) 
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Bakteriophiophorbidgemisch in Ather: 


I. 699—660; II. 630—611; III. 581—560; IV. 538—505; 
— 





weeny ee ieemenentiiemenenntl 
681 620 571,5 520 
V. 494—481; VI. 465—450; End-Abs. 439. 
— Ce 
488 458 


Reihenfolge der Intensititen: I, V, VI, HI, IV, II. 
Bakteriophdophorbid a in Ather: 


E. 715; I. 702—661; II. 630—611; III. 563-539; IV. 521—510; 


681,5 620 551 516 
End-Abs. 451. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, III, IV, II. 
Bakteriophadophorbid b in Ather: 
E. 700; I. 687—655; II. 627—607; III. —573— IV. 544—509; 


—s —_—— —- | ee 
673 618 525 
V. 500—485; VI. 465—451; 438... End-Abs. 416. 
——_————— —_—_ 
492 459 


Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, V, VI = II, III. 


Die Bakteriophiiophorbide lésen sich beide in Aceton mit violetter 
Farbe. Die Lésung von Komponente a ist in Ather braunviolett, die von b 
olivgriin, violett tingierend. Die Lésungen fluoreszieren rot. Beide Phiaophor- 
bide werden von n/100-KOH aus Ather extrahiert, a mit olivgriiner, b mit 
violetter Farbe. Beide geben eine +-Phasenprobe: a hat eine braune, b eine 
braunrote Phase. 

Darstellung von Bakteriomethylphaophorbid b aus Bakterio- 
phaophorbid b. Bakteriophiophorbid b wird in Aceton geldst, in Ather 
iibergefiihrt und das Aceton griindlich weggewaschen; dann wird durch Zu- 
gabe atherischer Diazomethanlésung verestert. Nach 5 Stunden ist die Ver- 
esterung vollistiindig. Das Reaktionsgemisch wird zur Entfernung von iiber- 
schiissigem Diazomethan wiederholt mit 1°/,iger HCl ausgeschiittelt. Das 
Bakteriomethylphiophorbid krystallisiert beim Einengen der itherischen 
Lisung und lat sich, wie oben fiir Bakteriophdiophorbid beschrieben, aus 
Aceton—Ather umkrystallisieren. 

Analyse des Bakteriomethylphiophorbid b: Die Analyse paBt 
am besten auf einen Kérper der Formel C,,.H,.N,O,. 


5,282, 4,480, 4,926, 4,975, 4,640 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 
13,325, 11,880, 12,435, 12,560, 11,760 mg CO,, 3,020, 2,680, 2,852, 2,882, 
2,174 mg H,O (0,018 mg, die anderen Bestimmungen Spuren von Asche). — 
3,387, 8,064, 3,467 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 0,256, 0,233, 
0,265 cem N, (22°, 761 mm). — 2,874 mg Subst.: 2,300 mg AgJ. 

C,,H,N,O, Ber. C 69,19 H646 N898 20CH, 9,94 


Gef. » 69,01 5, 6,42 » 8,89 10,57 
” ”? 69,01 ” 6,57 ” 8,81 — 
” ” 68,85 ” 6,48 ” 8,86 — 


57 68,85 sg, 6, 48 ~ _ 
»» 69,12 5, 6,55 _ — 


Schmelzp wake 226° (korr.). 
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Das Spektrum ist identisch mit dem des freien Bakteriophiophor- 
bid b. — Bakteriomethylphadophorbid b ist in Ather mit olivgriiner Farbe 
(rot tingierend) léslich. Die Acetonlésung ist violett, die Lésung in Methy]- 
alkohol griin. Alle Lésungen fluoreszieren rot. Der Ester lést sich besser 
als das freie Bakteriophéiophorbid b in Methylalkohol und schlechter als 
dieses in Aceton. — n/100-KOH und ebenso die Lésungen von sekundirem 
Natriumphosphat nehmen kein Bakteriomethylphiophorbid aus itherischer 
Lésung auf, Die Krystalle des Methylphiophorbid b gleichen in der Form 
denen des freien Phiophorbids; auBerdem kommen nadelférmige Krystalle 
vor. Diinne Krystalle erscheinen in durchfallendem Licht griin, dickere 
blauviolett. 

Bakteriophaophorbid b-Oxim. 250mg Bakteriophdophorbid b werden 
in 50 cem Pyridin gelést und mit 1 g Hydroxylaminchlorhydrat + 1 g Soda 
kurz erwirmt. 

Das Oxim ist etwas stirker basisch als das Bakteriophiophorbid b. (Fiir 
die Oxime, auch die der Chlorophyllderivate ist eine etwas niedrigere 
HCl-Zahl als bei den Ausgangskérpern charakteristisch.) Die Absorptions- 
binder sind gegeniiber dem Ausgangskérper nach Violett verschoben. 

Spektrum des Oxims von Bakteriophiophorbid b: 


I. 673—650; II. 615—596 ; Ill. —562—-; IV. 525—502: 
EU —— ben, quent ce 
662 605 513 
V. 488—475; VI. 462—443; End-Abs. 436. 
ee a 
481,5 452 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, V, VI = II, UI. 

Das Oxim lést sich bereits in 80°/, igem Methylalkohol und ist auch 
in Aceton besser léslich als nicht oximiertes Bakteriophiophorbid b. Bei 
kurzem Erwirmen mit konzentrierter aithergesittigter Salzsiure spaltet das 
Oxim glatt auf, man erhilt wieder das Spektrum des Bakteriophiophorbid b. 
Die Reindarstellung zur Analyse gelang noch nicht, da bei der notwendigen 
HCl-Fraktionierung auch bei raschem Arbeiten ein Teil des Oxims ge- 
spalten wurde. 

Bakteriophaophorbid b-Benzoylverbindung (nach Stoll u. Wiede- 
mann 1933b). 20mg Bakteriophéiophorbid b werden in 2 ccm Pyridin ge- 
lést und mit 0,2 cem Benzoylchlorid durchgeschiittelt. Das Gemisch wird 
in 150 ccm Ather eingegossen und das Pyridin mit 2°/,iger Salzsiure weg- 
gewaschen. 

Das Absorptionsspektrum ist gegeniiber dem Ausgangskérper nach 
Rot verschoben. 

Spektrum der Bakteriophiophorbid b-Benzoylverbindung: 

I. 694—665 ; II. 632—611; Ill. 581—564; IV. 544—511; 

pone 








a LTT —— LT Sterna 
681 621,5 573 527 
V. 502,5—483,5; VI. 470—450,5; 438 ... End-Abs. 408. 
493 460 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, V, VI = II, II. 

Darstellung von Bakteriorhodin. 750 mg Bakteriophiophorbid b 
wurden durch Erwirmen in 20 cem Pyridin gelést und auf 80° gebracht. 
Die Lésung wurde in siedende methylalkoholische Kalilauge (125 cem CH,OH 
+ 80 g KOH) eingegossen (Silberbecher) und genau 40 Sekunden im Sieden 
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gehalten. Dann wurde mit Wasser in 4 Liter Ather gespiilt und in kleinen 
Portionen mit 20°/,iger HCl angesiuert und hiufig stark durchgeschiittelt. 
Ein Teil des Rhodins ging in den Ather, das meiste flockte aus und war 
auch durch wiederholtes Alkalisieren (mit NH,) und Wiederansiuern nicht 
in Ather zu bringen. Die Flocken wurden abfiltriert, in Pyridin gelést, in 
weitere 4 Liter Ather gegossen und die beiden Athermengen vereinigt. Die 
zur Reinigung erforderliche HCl-Fraktionierung war nicht durchfiihrbar, dadas 
Bakteriorhodin zu wenig léslich in Ather ist und aus den HCl-Extrakten nicht 
mehr in Ather zuriickgebracht werden kann, sondern dabei immer ausflockt. 
Da der Ester etwas besser léslich zu sein scheint, wurde die ganze 
Charge mit sehr viel (Pyridin!) Diazomethan verestert. Der Ester lieB sich 
mit HCl fraktionieren. Die Ausziige von 2—8°/, HCl wurden verworfen; 
die Extrakte mit HCl von 9—15°/, enthielten den Bakteriorhodinester, der 
trotz groBer Athermengen beim Waschen der Lésung stark ausflockte. Die 
Flocken sind ldéslich in Methylalkohol, Pyridin, Mischungen dieser beiden 
Lésungsmittel mit Ather und in Ather-Chloroform (in Chloroform allein 
schlecht léslich!). — Auf eine weitere Reinigung muBte verzichtet werden. 
Spektrum des Bakteriorhodin-Esters, olivgriine, rot fluores- 
cierende Atherlésung: 
I. ...681—658; Il. 614; ILI. 573; IV. 529—499. 


671 514 
Reihenfolge der Intensititen: I, IV, I, IU. 


Das Spektrum hat zum Spektrum des Bakteriophiophorbid b sehr 
enge Beziehungen, so wie das Phytorhodin-g-Spektrum zu dem des Phio- 
phorbid b: Band VI des Bakteriophiophorbid b fehlt dem Bakteriorhodin, 
und die Absorptionsstreifen IV und V (525 und 492 wu) sind beim Bakterio- 
rhodin zu einem Streifen (IV bei 514 uu) verschmolzen. 


Darstellung der Bakterioporphyrine mit Eisen-Ameisensdure. 
Die Darstellung erfolgt nach dem von Noack und KieBling (1930) an- 
gegebenen Verfahren bei Zimmertemperatur. 

100 mg Bakteriochlorophyll a+b, Bakteriophiophytin oder eine ‘qui- 
molekulare Menge von Bakteriophiophorbidgemisch werden in 100 ccm 
Ameisensiure gelést und dann die Lésung mit Wasser auf 80°/, Ameisen- 
sduregehalt verdiinnt. Dann wird Eisenpulver (Ferrum hydrogenio reductum) 
im Uberschu8 zugegeben. Die Reduktion ist nach 3 tigigem Stehen bei 
Zimmertemperatur beendet. Da die Reaktion im Anfang heftig verlaiuft und 
sich das Reaktionsgemisch erwirmt, mu8 zunichst im Wasserbad gekiihlt 
werden. (Kurz dauernde Reduktion bei héherer Temperatur, wie sie ebenfalls 
von Noack verwendet wurde, liefert hier schlechte Ausbeuten.) Das Eisen- 
pulver wird abfiltriert und die ameisensaure Porphyrinlésung in etwa 
1,5 Liter Ather einlaufen gelassen. Durch Neutralisieren mit Soda und wieder- 
holtes Waschen wird das Porphyrin in den Ather getrieben und die Ameisen- 
siiure zum gréBten Teil entfernt. Zur Abtrennung von schwachbasischen 
Verunreinigungen und den nicht bis zur Porphyrinstufe reduzierten Bakterio- 
chlorophyllderivaten wird das Porphyrin mit 12°/,iger Salzsdiure extrahiert 
und sofort wieder in frischen Ather getrieben (lingeres Verweilen in starker 
HCl muB vermieden werden). Man hat bei der HCl-Extraktion und dem 
Ausithern darauf zu achten, da8 zusammen mit den reichlich ausflockenden 
braunen Verunreinigungen nicht etwa schon auskrystallisiertes Porphyrin 
i” 
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verloren geht. — Die atherische Porphyrinrohlésung enthilt ein Porphyrin- 
gemisch, das durch HCl-Fraktionierung getrennt wird. In 1—3°/, HCl geht 
dabei neben starkbasischen Verunreinigungen ein in geringer Menge an- 
fallendes Porphyrin (in HCl griin), HCl von 5—8°, nimmt das Haupt- 
porphyrin auf mit blaugriiner Farbe (HCI-Zahl 6). Ferner tritt ein weiteres 
Porphyrin auf, das bei der Fraktionierung von 10—15°/, HCl aufgenommen 
wird (HCl-Zahl 12). Die einzelnen Porphyrinfraktionen wurden jede fiir sich 
wiederholt erneut fraktioniert, um sie von den letzten Resten der mit- 
geschleppten Nebenporphyrine zu befreien. 

Das starkbasische Nebenporphyrin und das Porphyrin der HCl-Zahl 6 
lassen sich mit 1°/,igem sekundirem Natriumphosphat aus Atherlésung 
extrahieren (rotbraune alkalische Porphyrinlésung). Bakterioporphyrin 12 

eht nicht in Natriumphosphat in Lésung; es flockt beim Schiitteln seiner 
Atherlésung mit 1°/,igem oder stirkerem Natriumphosphat griin aus. 

Zur Reinigung des Bakterioporphyrins 6 von mitgeschlepptem ,,12‘ 
konnte daher eine Extraktion mit 2°/, igem sekundirem Phosphat eingeschoben 
werden: Die Reste von ,,12“ flockten griin aus und wurden abfiltriert; 
hierauf wurde ,,6“ durch Ansiiuern der Phosphatlésung in frischen Ather 
getrieben. 

Das Porphyrin der HCI-Fraktion 1—3°/, konnte wegen zu geringer 
Ausbeute nicht bearbeitet werden. Die beiden anderen Porphyrine krystalli- 
sieren beim Einengen der Atherlésung und lassen sich aus wasserhaltigem 
Ather umkrystallisieren. 


Analysen: Bakterioporphyrin HCl-Zahl 6: 

Die Analyse paBt am besten auf einen Kérper der Zusammensetzung 
Cy3Hg3N,Og. 

4,519, 4,689 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 11,075, 11,475 mg CO,, 
2,380, 2,420 mg H,O (0,083, 0,080 mg Asche). — 8,288, 2,865 mg Subst. (bei 
60°i. Hochv. getr.): 0,269, 0,232 ccm N, (21,5°, 22,5°, 761 mm). — 3,020 mg 
Subst.: 0,645 mg AgJ. 

C,,H,,.N,O, Ber. C 68,18 H 5,72 N 9,64 10CH, 5,34 


Cs3H;,N,0, ” » 68,24 ,, 5,56 4, 9,66 ” 5,35 
Gef. ,, 68,18 ,, 5,88 ,, 9,49 a. 2 
” ” 67,94 » 9,88 4, 9,36 te 


Bakterioporphyrin HCl-Zahl 12: Die Analyse paBt am besten 
auf einen Kérper der Zusammensetzung C,,H;,N,0,. 


5,000, 4,816, 4,640 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 12,465, 12,040, 
11,625 mg CO,, 2,570, 2,460, 2,430 mg H,O (0,018, 0,022, 0,012 mg Asche). 
— 3,482, 3,170 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 0,272, 0,245 cem N, 
(23,5°, 24°, 759 mm). — 8,719, 3,202, 3,751 mg Subst.: 1,965, 1,470, 
1,860 mg AgJ. 

C,,H,;N,O, Ber. C 68,54 H 5,93 N 9,41 100CH, 5,21 
C;,H;,.N,O, ” » 68,65 ,, 5,77 ,, 9,43 ” 5,22 
Gef. ,, 68,27 , 5,77 , 8,98 ,, 6,98 
~ —uli ~~ 34 »-t 4 2 
” 1» 68,54 4, 5,88 5 — ” 6,55. 


Beide Porphyrine geben unter den Bedingungen der Phasenprobe 
eine gelbe Phase, bevor sie (beim Durchschiitteln) mit braunroter Farbe in 
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der alkalischen Schicht in Lésung gehen. Durch Ansiuern sofort in Ather 
zuriickgebracht geben die Porphyrine die positive Phase wiederholt. 


Spektren: 1. Bakterioporphyrin6 in Atherlésung: 

I. 643,5—633,5; II. 597,5—578,5; III. 568,5—548; IV. 525—506. 
c “a } : me 3 _ cir ee tt 

638,4 584 557,5 515,5 

Reihenfolge der Intensititen: III, IH, IV, I. 

2. Bakterioporphyrin 12 in Atherlésung: 

I. 650,5—687,5; II. 611—583,5; ILL. 576,8—560,5; IV. 532,7—517,3. 
: ; . : ~ “ ; 

644,3 593,5 569 525,5 

Reibenfolge der Intensitiiten: III, II, IV, I. 

Bakterioporphyrin 3 (Nebenporphyrin) in Atherlésung: 






















































& 643,5—632 ee °5 ee Il. 598—578; III. 568,5—548 ee *5 
638,3 Schwp. 584 558 
7 IV. 523,5—504,5 . ee 











514,5 
Reihenfolge der Intensititen: III, IV, I, I. 


Das Spektrum ist dem des Bakterioporphyrin 6 sehr dhnlich, hat je- 
doch andere Intensititsreihenfolge. 


Die mittleren Ausbeuten an Bakterioporphyrin 6 und 12 sind 
folgende: Aus 750 mg Bakteriochlorophyll etwa 25mg Bakterioporphyrin 6 
und etwa 60 mg Bakterioporphyrin 12 (analysenreine Substanz). Das 
Mengenverhialtnis der beiden Porphyrine ist von den Bedingungen der 
Reduktion abhingig. 


Darstellung der Bakteriophaoporphyrine. In Anlehnung an das : 
von H. Fischer angegebene Verfahren zur Darstellung von Phiopor- 
phyrin a, wurden 50 mg Bakteriophiophorbid a + b in 150 ccm Eisessig 
gelést, auf etwa 65° erhitzt und mit 10 ccm Jodwasserstoft (1,96) ungefahr | 
2 Minuten lang reduziert; oder es wurde Bakteriochlorophyll in Aqui- | 

t 
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molekularer Menge verwandt. Bei Umschlagen des Farbtones nach Rot- 

braun wurde sofort in 2 Liter Ather eingegossen und durch Waschen und 

Neutralisation mit Soda das Porphyrin in den Ather getrieben. Nach rohem 

Wegwaschen des Eisessigs wurde mit Natriumthiosulfat-Lésung freies Jod 

entfernt und das Porphyrin zur groben Reinigung und Abtrennung von 

schwachbasischen Verunreinigungen und unreduziertem Phiophorbid mit | 

10%,, 12° und eventuell noch 15°/, HCl extrahiert. Dann wurde sofort 
| 
i 
| 











wieder in frischen Ather getrieben und diese Rohlésung mit HCl fraktioniert. 

Unter Umstinden war diese Porphyrinrohlésung bereits so rein, daB 
das Porphyrin auskrystallisierte und so eine weitere Reinigung durch frak- 
tionierte Krystallisation hier eingeschaltet werden konnte. — Bei der Frak- 
tionierung der Porphyrinrohlésung mit HCl ging ein starkbasisches Por- 
phyrin, das in geringer Menge anfiel, zusammen mit starkbasischen Ver- 
unreinigungen (brauner Kérper) in HCl von 1—4°/,. Das Hauptporphyrin 
ging mit violetter Farbe in 5-8°/, HCl und hat die HCl-Zahl 7. In geringerer 
Ausbeute entstand ferner ein weiteres Porphyrin, mit griiner Farbe in HCl 
léslich (HCl-Zahl 12). Das starkbasische Porphyrin (HCI-Zahl 3) muBte wegen 
zu geringer Ausbeute unbearbeitet bleiben. Die beiden anderen Bakterio- 
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phioporphyrine krystallisierten aus wasserhaltigem Ather. Sie wurden jedes 
fiir sich wieder in Lésung gebracht, erneut mit HCl fraktioniert und durch 
Wiederholung dieses Verfahrens von den letzten Resten der verunreinigen- 
den Nebenporphyrine befreit. Die so gewonnenen Porphyrine wurden 
wiederholt aus Ameisensiure-Ather umkrystallisiert und so analysenrein 
gewonnen. 

Wenn sich bereits in der Porphyrinrohlésung (vgl. oben) Krystalle 
bildeten, so krystallisierte dabei fast ausschlieBlich Bakteriophioporphyrin 7 
aus, wihrend ,,12“ noch in Lésung blieb. Dieses wurde nach Abfiltrieren 
von ,,7° durch starkes Einengen der Atherlésung ebenfalls zum Krystalli- 
sieren gebracht. Die Trennung der Porphyrine durch derartige fraktionierte 
Krystallisation ist verhiltnismiBig scharf; die Kérper muBten nur noch 
einmal mit HCl fraktioniert werden, um dann nach wiederholtem Um- 
krystallisieren analysenrein vorzuliegen. 

Analysen zu: Bakteriophioporphyrin 7. Die Analyse pa8t am 
besten auf einen Koérper der Formel C,,H,,N,0,. 


4,592, 4,934, 4,774 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 11,335, 12,225, 
11,910 mg CO,, 2,440, 2,660, 2,570 mg H,O (0,017, 0,026, 0,022 mg Asche). 
— 38,289, 3,420 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 0,263, 0,269 cem N, 
(23°, 767 mm). — 3,828, 3,425 mg Subst.: 1,075, 1,120 mg AgJ. 

C,,H;,N,O, Ber. C6842 H6,09 N9,40 10CH, 5,22 


Gef. ,, 68,20 ,, 6,02 »» 9,32 y ae 
» 68,50 4 St »» 9,17 » 222 
” 68,50 ” 6,06 a ” ii 


Bakteriophioporphyrin 12. Die Analyse pa8t am besten auf einen 
K6rper der Formel C,,H,,N,O,. 

5,401, 5,366, 2,974 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.): 13,400, 13,355, 
7,440 mg CO,, 2,770, 2,730, 1,580 mg H,O (0,048, 0,085, 0,012 mg Asche). — 
3,080, 3,369 mg Subst. (bei 60° im Hochv. getr.) 0,248, 0,266 cem N, (23 
760 mm). — 3,494, 2,803 mg Subst. 1,185, 1,245 mg AgJ. 

C,,H,,N,O, Ber. C 68,13 H 5,72 N 9,64 10CH, 5,34 


C,,H3.N,0, ” ” 68,24 ” 5,56 ” 9,66 ” 5,35 
Gef. », 68,23 99 0,09 9, 9,10 » 4,48 

», 68,35 9 9,03 5» 9,11 » 5,77 

” 68,53 ” 5,97 a ”? aig 


Spektren: Bakteriophioporphyrin7 in Atherlésung: 
I. — 638 —; II. 599,7—576,2; III. 567—546,5; IV. 521—506. 
_ —— af ay, beeen Vane 
588,7 555,7 513,5 
Reihenfolge der Intensitiiten: III, II, IV, I. 
Bakteriophioporphyrin 12: 
I. — 644,8 —; II. 609—588; III. 576—-564,6; IV. 580—517,5. 


ee ett eee ee | eeremememt cee 


596,9 571 523,8 
Reihenfolge der Intensititen: III, II, IV, I. 
Bakteriophdoporphyrin3 (Nebenporphyrin) in Atherlésung: 
I. 647—635; IT. 593—578; IIT. — 555 —; IV. — 513 —. 


ee  eeeneenttiiieenaeeell 


641 585 
Reihenfolge der Intensititen: III, IV, II, I. 
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Spektren der Bakteriophioporphyrine in Salzsiure: 
Bakteriophioporphyrin 7 in 12°/, HCl (violette Lésung, starke 
Rotfluorescenz) : 
I. 633—604; II. 580—560...543; III. — 527 —; End-Abs. 450. 
Reihenfolge der Intensititen: I, II, III. 


Bakteriophéoporphyrin 12 in 12°/, HCl (violette Lésung, starke 
Rotfluorescenz) : 

I. 640—607; II. 583—554; III. — 529 —; End-Abs. 450. 

Reihenfolge der Intensititen: I, I, III. 


Schmelzpunkte: Bakteriophioporphyrin 7 beginnt unterhalb 275° 
(korr.) zu sintern und zersetzt sich dabei; Bakteriophioporphyrin 12 schmilzt 
bei 290° (korr.) unter Zers. 


Die Ausbeuten an Bakteriophioporphyrin 7 und 12 schwanken und 
sind abhingig von der Dauer der HJ-Einwirkung. Mittlere Ausbeute aus 
200 mg Bakteriophéophorbid = 60 mg Bakteriophioporphyrin 7 und 30 mg 
Bakteriophiéoporphyrin 12 (analysenreine Substanz). 

Die Bakteriophioporphyrine 7 und 12 flocken beim Schiitteln der 
Atherlésung mit 1°/, sekundirem Natriumphosphat griin aus, wihrend das 
starkbasische Nebenporphyrin in Phosphat rotbraun in Lésung geht. 

Ester von Bakteriophaoporphyrin 7 und 12. Die beiden Porphyrine 
wurden in Atherlésung mit Diazomethan verestert. Dabei fielen die Ester 
wegen ihrer geringeren Léslichkeit in Ather aus. Bakteriophioporphyrin 7- 
Ester wurde wiederholt aus Ameisensiiure-Ather umkrystallisiert. (Priifung 
mit 12°/, igem sekundirem Phosphat zeigte, daB der Ester durch die Ameisen- 
siure nicht verseift worden war.) Bakteriophioporphyrin 12-Ester krystalli- 
siert besser aus Pyridin-Ather. Die Spektren der Ester sind identisch mit 
denen der freien Porphyrine. 


Schmelzpunkte: Bakteriophioporphyrin 7-Ester 256° (korr.). 
Bakteriophioporphyrin 12-Ester 255° (korr.). 


Oxim aus Bakteriophdoporphyrin 12. 0,03 g Bakteriophiopor- 
phyrin 12 wurden in 4 ccm Pyridin gelést und mit 0,15 g Hydroxylamin- 
chlorhydrat + 0,15 g Soda auf dem Sandbad 15 Minuten erhitzt. Das Ge- 
misch wurde in Ather gegossen und mit angesiuertem Wasser gewaschen. 
Beim Wegwaschen des Pyridins krystallisiert das Oxim aus. Es wurde aus 
Pyridin-Ather umkrystallisiert. 


Spektrum des Bakteriophioporphyrin12-Oxims in Atherlésung: 


I. 639,5; II. 589; III. 560; IV. 518. 
Reihenfolge der Intensititen: III, IV, II, I. 


Darstellung der oxydierten Bakterioporphyrine mit Eisen- 
Ameisensdure aus oxydiertem Bakteriochlorophyll. Das Verfahren der 
Darstellung ist das gleiche wie das fiir die Gewinnung der Bakteriopor- 
phyrine mit Fe-HCOOH aus genuinem Bakteriochlorophyll beschriebene. 

Das Bakteriochlorophyll wurde in methylalkoholischer Lésung durch 
tropfenweise Zugabe von soviel wiBriger Jodlésung oxydiert, daB beim 
Ausithern ein stabiles Oxydationsprodukt auftrat (d. h., daB beim Ausithern 
das Absorptionsband des genuinen Bakteriochlorophylls nicht wieder er- 
schien, sondern das bei der Oxydation entstandene Chlorophyll-Rotband 
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erhalten blieb, vgl. S. 235). Das oxydierte Bakteriochlorophyll wurde aus- 
geiithert und die Atherlésung zur Trockne eingeengt. Die Riickstinde 
wurden in Ameisensiure gelést und in der oben beschriebenen Weise mit 
Fe/HCOOH reduziert. 

Die wiederholte HCl-Fraktionierung der itherischen Porphyrin-Roh- 
lésung lieferte geradeso wie bei der Fe/HCOOH-Reduktion des genuinen 
Bakteriochlorophylls drei Porphyrine, die auch nahezu dieselben HCl-Zahlen 
haben wie die Porphyrine aus genuinem Bakteriochlorophyll. Das in ge- 
ringer Menge anfallende starkbasische Porphyrin (HCl-Zahl 8) und das 
schwachbasische (HCl-Zahl 12) geben griine, in hoher Konzentration blau- 
griine Lésungen in Salzsiiure. Das oxydierte Bakterioporphyrin (HCI-Zahl 7) 
zeigt rein violette Farbe in salzsaurer Lésung, wihrend sich das ent- 
sprechende Porphyrin aus genuinem Bakteriochlorophyll mit griiner Farbe 
in HCl lést. — Die oxydierten Bakterioporphyrine wurden bisher nicht in 
Mengen dargestellt, die zur Analyse ausgereicht hitten. 

Die oxydierten Bakterioporphyrine 3 und 7 werden aus Ather mit 
braunroter Farbe von 2°/,igem sekundirem Natriumphosphat extrahiert; 
oxydiertes Bakterioporphyrin 12 geht nicht in sekundirem Phosphat in 
Lésung, sondern flockt beim Schiitteln der Atherlésung mit Phosphat 
griin aus. Zur Reinigung des oxydierten Bakterioporphyrins 7 von mit- 
geschlepptem ,,12“ konnte daher auch hier eine Extraktion mit 2°/,igem 
sekundiren Natriumphosphat eingeschaltet werden (vgl. auch S. 248). 


Spektren der oxydierten Bakterioporphyrine: 
Oxydiertes Bakterioporphyrin 7 in Atherlésung: 
I. 646—635; II. 601—577; III. 568—543; IV. 525—506. 


winnenaonnigiiane” sebiasoen amines? 
640 599 +584 556 515 
Reihenfolge der Intensititen: III, II, IV, I. 
Das Absorptionsband II hat zwei Schwerpunkte! 
Oxydiertes Bakterioporphyrin 12 in Atherlésung: 
I. 645—635; II. 602—581; III. 574—551; IV. 528—510. 


a VT eee eee” ee nee ee 


640 589 565 520 
Reihenfolge der Intensititen: III, II, IV, I. 
Oxy diertes Bakterioporphyrin3(Nebenporphyrin) in Atherlésung: 
I. 640; II. 598... 591—578; III. 564—541; IV. 521—504 
wt ct tan natvaed tiie ent 
582 554 511,5 
Reihenfolge der Intensitiéten: III, IV, II, I. 
Spektren der oxydierten Bakterioporphyrine in Salzsiure: 
Oxydiertes Bakterioporphyrin 7 in 12°/, HCl (violette Lésung, 
rote Fluorescenz). 
I. 6832—607 ... 594; IT. 578—558... IID, 5538—544; IV. 527; 
End-Abs. 445. 
Reihenfolge der Intensititen: I, II, III, IV. 
Oxydiertes Bakterioporphyrin 12 in 12°/, HCl (griine Lésung, 
rote Fluorescenz). 
I. 641—627 ...; II. 622—611; III. 584—571 ...; IV. 567—554; 
V. 529; End-Abs. 460. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II, III, IV, V. 
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Porphyrine des alkalischen Abbaues bei hoher Temperatur. 
(Verfahren nach Willstitter, Chlorophyllbuch, S. 353.) 0,4 g Bakterio- 
rhodin (Rohprodukt) wurden mit 15 ccm Pyridin und 12 cem methylalko- 
holischer KOH (etwa 50°/,) im Silbereinsatz des Autoklaven 5 Stunden auf 
150° erhitzt. (Die Innentemperatur des Autoklaven 14B8t sich nicht genau 
angeben; das Thermometer ragte in einer Silberhiilse in den Einsatz des 
Autoklaven hinein ohne jedoch in das Reaktionsgemisch einzutauchen.) Der 
Ansatz wurde mit Salzsiure fraktioniert und lieferte (auBer reichlich braunem 
Kérper) als Hauptprodukt eine in atherischer Lésung rote Substanz, die sich 
aus Ather auch mit 22°/,iger HCl erst teilweise extrahieren lieB. Der 
Koérper geht quantitativ in 12°/, sekundires Natriumphosphat, n/100-KOH, 
10°/,ige Sodalésung, nicht jedoch in 2°/,iges Na,HPOQ,. 


Spektrum: 616, 589, 525. Reihenfolge der Intensititen: II, III, I. ~ 


Es handelt sich vielleicht um eine Metallkomplexverbindung. 

Wichtiger als dieser nicht identifizierbare Kérper sind die in sehr 
geringer Menge entstehenden stark basischen Porphyrine. Aus den Ausziigen 
mit schwacher Salzsiure lieBen sich schlieBlich durch mehrfach wiederholte 
HCl-Fraktionierung Phylloporphyrin und Pyrroporphyrin isolieren. Da die 
Ausbeute sehr gering war, muBte die Identifizierung sich auf den Spektral- 
beweis und die Basizitit beschriinken. 


Spektrum des isolierten Phylloporphyrins in Atherlésung: 


I. 630,7; Il. 574,5; IDL 534,83; IV. 500,8. 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, II, I], I. HCl-Zahl 0,5. 
Spektrum des Phylloporphyrins (nach Treibs 1932): 

I. 630,7; II. 574,9; ILL 536,0; IV. 500,5. 

Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, II, I. HCl-Zahl 0,35. 


In noch geringerer Menge entstand Pyrroporphyrin. 


Spektrum des isolierten Pyrroporphyrins in Atherlésung: 
I. 621,6; ID. 566,4; III. 526,6; IV. 502. 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, III, 1, I. HCl-Zahl 1,5. 


Spektrum des Pyrroporphyrins (nach Treibs 1932): 
I. 622,5; II. 567,6; III. 526,2; IV. 502. 


Reihenfolge der Intensititen: IV, III, I, I. HCl-Zahl 1,3. 


Alkaliabbau im Autoklaven bei noch hoherer Temperatur (Ver- 
fahren von Willstitter, Chlorophyllbuch, S. 345) 1i8t Pyrroporphyrin in 
etwas besserer Ausbeute neben Spuren von Phylloporphyrin entstehen. 


535 mg Bakteriophiophorbid a+b wurden mit 14 cem 40°/,iger methyl- 
alkoholischer KOH, 2 cem Pyridin und 0,17 g MgO im Silbereinsatz des 
Autoklaven erhitzt, zunichst 2 Stunden auf 140°; im Verlaufe der nichsten 
Stunde stieg die Temperatur auf 160° und wurde 2 Stunden auf dieser 
Hohe gehalten. Dann wurde noch 2 Stunden bei 180° und 8 Stunden bei 
205° erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit 18°/,iger HCl aufgenommen, 
wobei das Mg aus dem entstandenen Phyllin abgespalten wird, und unter 
Neutralisieren ausgeithert; hierbei flockte reichlich brauner K6rper aus. 
Die Salzsiurefraktionierung lieferte auch hier wieder als Hauptprodukt 
einen nicht zu identifizierenden K6rper. 
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Spektrum der roten Atherlésung: 
I. 642; II. 585; III. 549; IV. 490. 
Reihenfolge der Intensititen: I, III, IV, II. HCl-Zahl 6. 


Aus den Ausziigen mit schwacher Salzsiiure wurde nach wiederholter 
Fraktionierung Pyrroporphyrin isoliert, das auch wieder nur spektral und 
auf Grund seiner Basizitit identifiziert werden konnte. 


Spektrum des isolierten Pyrroporphyrins in Atherlésung: 
I. 623; IL. 568; III. 526; IV. 503. 
Reihenfolge der Intensititen: IV, III, Il, I. HCl-Zahl 1,5. 
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Beitrag zum Lipochrom-Stoffwechsel des Pferdes. 


Von 
L. Zechmeister und P. Tuzson. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1934.) 





Kirzlich berichteten wir iiber die Isolierung von Carotin aus 
Pferdefett und konnten feststellen, daB die Lipochrom-Konzentra- 
tion auch in gutem, gelb aussehendem Material sehr niedrig ist, 
z. B. 6 mg pro Kilogramm betrigt). Die Carotinmenge im ge- 
samten Fettdepot eines mittelschweren Tieres darf demzufolge 
auf héchstens 500—600 mg veranschlagt werden. 

In Zusammenhang mit jenen Beobachtungen wurde eine 
orientierende Versuchsreihe iiber die von dem Pferde mit der 
Nahrung aufgenommene und in den Faeces wiederausgeschiedene 
Polyenmenge durchgefiihrt. 

Das lingere Zeit hindurch tiglich mit 1,5 kg Weizenkleie 
(fast farblos), 8 kg gelbem Maisgries und 6 kg Heu gefiitterte 
Pferd lieferte innerhalb 24 Stunden je 11—12 kg Mist, z. B. ent- 
sprechend 3,0, 3,8 bzw. 3,2 kg Trockensubstanz, in welcher pro 
Kilogramm 30,5—39,0 mg Carotine und 120—140 mg Xantho- 
phylle enthalten waren. Zwecks Bestimmung dieser Betrige sind 
zwei Verfahren angewandt worden, die zu dem in der Tabelle 
verzeichneten Ergebnis fiihrten. 


Annihernde Polyen-Tagesbilanz eines Pferdes (Gewicht 450 kg). 

















Fe Polyengehalt Polyengehalt ee 
& der Tagesnahrung (mg)| der Faeces er ver- 
5 Farbstoft = in 24 Stunden fitterten 
7, im Mais| im Heu | Summe (mg) Menge 
1] Carotine.. . 1 144 145 100 70 

Xanthophylle*)} 100 | 640 | 740 470 64 
2] Carotine ... 1 144 145 130 88 
Xanthophylle*)}| 100 640 740 405 55 























1) Diese Z. 225, 189 (1934). 
2) Inklusive Kryptoxanthin; vgl. R. Kuhn und Ch. Grundmann, 
Ber. chem. Ges. 64, 593 (1934). 
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Rund 20—30°/, des verfiitterten Carotins und etwa 40°, 
der Polyenalkohole konnten also im Pferdemist nicht wieder- 
gefunden werden. Wenn auch ein Bruchteil dieses Defizites nur 
eine miBige Verinderung erlitten hat und vor der kolorimetri- 
schen Analyse der Faeces in der alkalischen Verseifungsschicht 
sich anzeigt, so wird dadurch die erwahnte Rohbilanz nur un- 
wesentlich verschoben. Der gréBere Fehlbetrag an sauerstoff- 
haltigem Pigment haingt wohl mit der geringeren Resistenz der 
Xanthophylle gegeniiber dem sauren Magensaft zusammen’). Es 
ist bemerkenswert, daB die gesamte, im Fettdepot eines Pferdes 
befindliche Provitamin A-Menge nicht héher ist als der Carotin- 
gehalt des innerhalb weniger Tage verabreichten Futters. 


Es war erwiinscht, festzustellen, ob die mit den Exkrementen 
ausgeschiedenen Polyenfarbstoffe die Verdauungswege des Pferdes 
tatsiichlich unverindert passierten? Zur Beantwortung dieser Frage 
wahlten wir ein praiparatives Verfahren, um so mehr, als unseres 
Wissens noch keine diesbeziigliche Arbeit vorliegt. Aus Schaf- 
kot hat H. Fischer’) schon vor lingerer Zeit ein Carotinoid 
isoliert, das nach P. Karrer und A. Helfenstein’) reines Xantho- 
phyll ist und auch in frischem Kuhkot vorkommt. Fiir die Reini- 
gung des begleitenden Carotins war die Menge unzureichend. 

Wir konnten 50—60°/, der im Pferdemist kolorimetrisch 
gefundenen Polyene krystallisieren und ihre Unversehrtheit analy- 
tisch feststellen. Da das Spektrum der Endmutterlaugen jeweils 
mit demjenigen des Krystallisates identisch ist, werden die oben 
gemachten Angaben auch auf diesem Wege bekriftigt. 


Versuche. 


Isolierung von Carotin und Xanthophyll (Lutein) aus Pferdemist. 
2kg frisches Material wurden 3 Stunden unter 3 Liter 5°/,igem 
ithylalkoholischem Kali stehen gelassen, koliert, mit Weingeist 
gewaschen und mit 3 Liter Ather griindlich nachextrahiert. Den 
aus dem Alkali in Ather iibergetriebenen Farbstoff haben wir 
mit dem Atherauszug vereinigt und dann mit dessen Trockenriick- 
stand eine Verteilung zwischen a) Benzin und b) 90°/, igem 
Methanol vorgenommen. 





1) L. 8S. Palmer u. C.H.Eckles, Missouri agr. exp. Station Res. 
Bull. 9, 818; 10, 839; 11, 391; 12, 415 (1914). 

*) Diese Z. 96, 295 (1915—1916). 

*) Helvet. chim. Acta. 13, 86 (1930). 
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a) Carotin. Die Benzinlésung wurde zweimal nacheinander 
auf Calciumhydroxyd') chromatographiert. Abgesehen von einer 
schwachen «-Carotinschicht, erschien eine breite, vornehmlich 
aus #-Carotin bestehende Zone, aus der sich das Pigment mit 
methanolhaltigem Ather eluieren lieB. Zum Abdampfriickstand 
des Eluates fiigten wir etwas Benzol und versetzten die Liésung 
mit Holzgeist und mit wenig absolutem Alkohol. Nun wurde von 
‘ Sterinkrystallen filtriert und das Carotin im Kisschrank auskrystalli- 
; siert. Ausbeute 8,6mg; Reinigung durch Auskochen mit Methanol 
und Umscheidung aus Benzol—Holzgeist. Schmelz- und Misch- 
schmelzp. 183° (korr.), optische Schwerpunkte in CS,: 518,5, 

484.5 up. 
3,685 mg Subst.: 12,078 mg CO,, 3,556 mg H,O. 
CyH,, Ber. C 89,48 H 10,52 Gef. C 89,39 H 10,80. 


b) Xanthophyll (Lutein). Die Polyenalkohole wurden aus 
der Methanolschicht (vgl. oben) in Schwefelkohlenstoff iibergefihrt 
und auf der CaCO,-Saule verarbeitet. Der gréBte Teil des Pig- 
ments bildete einen tief-orangegelben Ring, mit dem man die 
Chromatographie wiederholte. Nun haben wir, wie beschrieben, 
eluiert, den Riickstand des Athers in 1 ccm Chloroform auf- 
genommen und nach Zusatz von viel Petrolither die Fliissigkeit 
iiber Nacht bei 0° aufbewahrt. Auskrystallisiert: 32 mg Xantho- 
phyll. Man lést das Praparat in recht viel heiBem Methanol, 
filtriert die Fliissigkeit bei Zimmertemperatur von farblosen Be- 
gleitern, reinigt den Farbstoff wenn nétig, auf der CaCO,-Siule 
und scheidet ihn schlieBlich aus Chloroform und Petrolither um. 


Schmelz- und Mischschmelzp. 190—191° (korr.), optische 
Schwerpunkte in CS,: 508, 476 my. 


[a]? = (100 x 0,05%: (1 x 0,080) = + 167° (+ 20°/,; in CHCI,). 
3,831 mg Subst.: 11,872 mg CO,, 3,524 mg H,0. 
CyH,.0, Ber. C 84,45 H9,92 Gef. C 84,51 H 10,29. 


 oag#eeek7, Fs 














1) P. Karrer u. O. Walker, Helvet. chim. Acta. 16, 641 (1933). 
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Uber Emulsin. XIV’). 
Zur fermentativen Spaltung von Aminoglucosiden. 


Von 


Burckhardt Helferich, Arnd Iloff und Hans Streeck. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1934.) 


Durch die Arbeiten von Zechmeister, Grassmann, loth 
und Bender ist die Spaltbarkeit von glucosidischen Derivaten 
des N-Acetyl-glucosamins durch Mandelemulsion festgestellt?), 
Quantitative Spaltungsversuche ergaben, dab aller Wahrscheinlich- 
keit nach nicht die @-Glucosidase des Kmulsins fiir diese Spaltung 
verantwortlich zu machen ist*)*). 

Es schien zunichst interessant, festzustellen, wie sich das 
Emulsin gegeniiber einem acetylfreien Glucosaminid verhilt. 

Die Darstellung des zu diesem Zweck erwiinschten Phenol- 
f-d-glucosaminids (I) machte Schwierigkeiten. Versuche zur Ab- 
spaltung des Acetyls vom N-Acetyl-glucosaminid!) fiihrten nicht 
zum Ziel. Die Darstellung gelang erst durch Anwendung einer 
neuen Form der Glucosidsynthese, die vielleicht auch in anderen, 
besonders gelagerten Fallen niitzlich sein kann: Wird bromwasser- 
stofisaures Acetobromglucosamin mit Natriumphenolat in viel 
iiberschiissigem Phenol in der Wirme umgesetzt, so laBt sich in 
einer recht guten Ausbeute das Triacetyl-phenol-f-d-glucosaminid 
isolieren. Die Abspaltung der o-Acetylgruppen fihrt dann zum 
freien Glucosaminid. 

Diese Substanz erwies sich im Gegensatz zu der N-Acetyl- 
verbindung') (II) als sehr widerstandsfahig gegen Emulsin. Weder 
Rohferment*) noch gereinigtes Ferment*) ergaben einwandfreie 
Spaltung, trotzdem die Zeitdauer der Versuche bis auf 12000 Minuten, 
die Konzentration der Fermentpriparate bis auf 2°/, gesteigert 
wurden. Wenn iiberhaupt eine Spaltbarkeit vorliegt, kann sie also 
nur sehr gering sein. 

Damit ist festgestellt, daB die am Stickstoff des Glucos- 
amins haftende Acetylgruppe eine wesentliche Bedeutung fiir den 
fermentativen Abbau und damit naturgemi8 auch fiir den Aufbau 





iil 








Se ee ee ee 





von glucosidischen Derivaten des Glucosamins besitzt. In diesem 
Zusammenhang scheint es besonders bedeutungsvoll, daB Freuden- 
berg vor kurzem als Trager der Blutgruppenreaktionen Substanzen 
festgestellt hat, in denen eine N-Acetyl-aminohexose (Acetylglucos- 
amin?) eine Rolle spielt®). 

Es schien nun interessant, die beim Glucosamin beantwortete 
Frage auch auf einen anderen Aminozucker zu iibertragen. Ge- 
wihlt wurde dazu die durch Fischer und Zach4) leicht zuging- 
liche 6-Aminoglucose. 

Die Darstellung des zu diesem Zweck erwiinschten Phenol- 
6-amino-#-d-glucosids (III) und des Phenol-N-acetyl-6-amino-f-d- 
glucosids (IV) gelang aus der Acetodibromglucose. Beide Sub- 


CO-CH, 
‘' —_ : 
I Ks “ ile, 
H | 
HO 
CH, -OH 4 -OH 
OH ; " 
| 
H | Oe H 1 <c 
I K* H 
Hi eed H IV | 
TN aT A HO 
i OH, -NH, V -NH 
CO-CH; 


stanzen werden, wenn auch ziemlich langsam, durch Si®mandel- 
emulsin gespalten, und zwar durch gereinigtes Ferment‘) besser 
als durch Rohferment*), etwa im gleichen Verhiltnis besser als 
6-d-Glucoside. Es besteht demnach kein Grund gegen die An- 
nahme, daB diese 6-Aminoderivate von der ,,f8-d-Glucosidase“ des 
SiBmandelemulsins gespalten werden. Es wire also auch diese 
Anderung am 6-Kohlenstoffatom nur in der Lage, die Spaltbar- 
keit quantitativ zu beeinflussen {in diesem Fall zu erschweren, 
nicht aber sie aufzaheben”)). 

Weiter ergab der Vergleich der quantitativen Spaltungs- 
messung, daf die N-Acetylverbindung um mehr als eine Zehner- 
potenz rascher gespalten wird als die acetylfreie Substanz. Es 
steht also dies qualitativ in Ubereinstimmung mit den beim 
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Glucosamin gefundenen Tatsachen (vgl. oben). Da8 bei den 6-Amino- Li 
verbindungen der schidigende Einflu8 der freien NH,-Gruppe und Sa 
der (vielleicht férderliche) Einflu8 der Acetaminogruppe in 6-Stel- one 
lung geringer ist als in der 2-Stellung (beim Glucosamin) kann me 
damit erklirt werden, daB bei dem 6-Derivat die Gruppen weiter ° 
von dem Ort der Spaltung entfernt liegen. 2 ‘ 

Dies schlieBt sich weiter an die Befunde iiber die Spaltbar- Hi 


keit von #-d-Glucosiden der Amino-methyl-phenole*®) an. Auch 


hier setzt die freie Aminogruppe die Spaltbarkeit erheblicher ” 

herab, wihrend die Acetylaminogruppe dies nicht tut, im Gegen- 

teil sogar als férderlich angesprochen werden kann. Auch im 

Aglucon des Glucosids ist dieser schidigende bzw. férderliche i 

Einflu8 bei den o-Verbindungen, also in gréSerer Nahe zum Orte ‘ : 
18 


der Spaltung, gréBer als bei den p-Verbindungen. 

Es sei betont, daB in allen diesen Fallen die Hinstellung 
eines optimalen p, den schiadigenden EinfluB der basischen 
Aminogruppe nicht, jedenfalls nicht véllig beseitigt. Alkalische Phi 
Reaktion der Gesamtlésung hebt die Wirkung der Fermente des 


SiBmandelemulsins auf. In der gleichen Richtung wirken dem- Na 
nach, trotz Einstellung der Gesamtlésung auf optimalsaure Reak- din 
tion, die basischen Higenschaften der NH,-Gruppe im einzelnen dig 
Molekiil eines Glykosids, und zwar um so stirker, je naiher diese dan 
Gruppe dem Ort der Spaltung im Molekil sitzt. Es wird diese mit 
Feststellung zu SchluBfolgerungen auf den Chemismus der Ferment- sch 
spaltung dienen kénnen. pun 
Fiir die Férderung dieser Arbeit haben wir der Notgemein- wer 
schaft der Deutschen Wissenschaft und besonders auch der lang 
Rockefeller Foundation zu danken. Herrn Schmitz-Hille- dige 
brecht und Fraulein Strassburger danken wir fir die Unter- 54,5 
stiitzung bei Beschaffung des Fermentmaterials. Tro 
fach 

Salzsaures 3,4,6-Triacetyl-phenol-/-d-glucosaminid. 5 g reines durc 
bromwasserstofisaures Acetobromglucosamin®) werden in eine ab- gebr 


gekiihlte Auflésung von 0,5 g Natrium in 50g trocknem Phenol aus 
(durch Erwirmen hergestellt) unter Ausschlu8 von Luftfeuchtigkeit troc] 
gegeben. Die Mischung wird auf dem Wasserbad unter kraftigem 
Schiitteln etwa 1 Stunde lang erwirmt. Eine zusammenhingende 
sirupése Masse darf sich dabei am Boden nicht abscheiden. Die 
Masse wird mit Wasser bis zur Entfernung des Phenols aus- 
gezogen. Hs hinterbleibt ein fester, krystalliner Riickstand. Seine Hyd 
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Lésung in 10 ccm Aceton wird bei 0° mit 10 ccm rauchender 
Salzséure versetzt. Es krystallisieren 3,5 g (75°/, d. Th) des salz- 
sauren Salzes vom Acetylglucosaminid aus, die durch Waschen 
mit Ather und 3maliges Umkrystallisieren aus 13 Teilen Wasser 
gereinigt werden. Zersetzungsp. 210—240° Die Substanz redu- 
ziert Fehling erst, nachdem zunichst mit Natronlauge in der 
Hitze die Acetyle, dann durch Kochen mit Siure das Phenol ab- 
gespalten sind. 


Drehung in absolutem Methanol: 
[a]s? = — 0,20 x 3,0998/0,0406 x 1 x 0,797 = — 19,2°. 


4,888 mg Subst.: 9,273 mg CO,, 2,410 mg H,O. — 4,245 mg Subst.: 
0,121 cem N, (18°, 753 mm). — 4,997 mg Subst.: 1,673 mg AgCl. 
C,,H.,O,NCI (417,65) Ber. C 51,72 H5,79 N 335 (18,49 

Gef. , 51,44 , 5,52 , 881 ,, 828 


Aus der freien Verbindung (Rohprodukt), nach Entfernen des 
Phenols mit Wasser, wird durch Auflésen in Eisessig und mehr- 
faches Abdampfen mit Methanol das essigsaure Salz in schénen 
Nadeln erhalten. Die Acetylierung dieses Salzes (0,2 g) mit Pyri- 
din (0,35 ccm) und Essigsaéureanhydrid (0,26 g) fiihrt nach 22stiin- 
digem Aufbewahren bei Zimmertemperatur und mehrfachem Ab- 
dampfen mit Methanol zu einer Substanz, die sich aus Methanol 
mit Wasser krystallisiert erhalten liBt und mit dem friiher be- 
schriebenen ‘Tetracetylphenol-(-d-glucosaminid’) nach Schmelz- 
punkt, Mischschmelzpunkt und Drehung identisch ist. 


Phenol-§-d-glucosaminid. (I). 0,58 g salzsaure Acetylverbindung 
werden in 60,0 ccm siedende n-Natronlauge eingetragen und so 
lange gekocht, bis eine klare Lésung entstanden ist. Nach 2stiin- 
digem Stehen bei Zimmertemperatur wird diese Lésung mit 
54,5 ccm n-Schwefelsiure versetzt, unter vermindertem Druck zur 
Trockne verdampft, der trockne Riickstand mit Aceton mehr- 
fach ausgezogen, dieses verdampft und das zuriickbleibende Ol 
durch Anreiben mit wenig absolutem Alkohol zur Krystallisation 
gebracht. Ausbeute: 0,35 g. Nach 4maligem Umkrystallisieren 
aus absolutem Alkohol schmilzt die bei 80°, 1 mm konstant ge- 
trocknete Substanz bei 167,5—170° (korr.). 


Die Drehung im Wasser ergab: 
[a]? =— 1,00 x 1,9663/0,0228 x 1 x 1,002 =— 86°. 


Die Substanz reduziert Fehlingsche Lésung erst nach der 
Hydrolyse mit Séuren. Ihre wifBrige Lésung reagiert stark basisch. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVI. 18 
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Leicht ldslich ist das Glucosaminid in Wasser, Athanol und Aceton, 
schwer bis unléslich in den iibrigen gebriuchlichen, organischen 


Lésungsmitteln. 
3,790 mg Subst.: 7,853 mg CO,, 2,262 mg H,O. — 3,344 mg Subst.: 
0,155 cem N, (18°, 763 mm). 


C,.H,,O,N (255,14) Ber. C 56,4 H 6,7 N 5,5 
Gef. ,, 56,51 ,, 6,68 ,, 5,46. 


Phenol-6-amino-f-d-glucosid (III). Zu etwa 20 ccm fliissigem 
Ammoniak, die in einem Bombenrohr kondensiert sind, werden 
9,6 g trockenes Phenol-f-d-glucosid-6-bromhydrin™) zugegeben. 
Nach Zuschmelzen des Rohrs lést sich die Substanz bei lang- 
samem Anwiirmen auf etwa 25° in einigen Stunden auf. Nach 
7 tagigem Aufbewahren bei dieser Temperatur wird das Rohr 
abgekiihlt, gedffnet, das Ammoniak méglichst vollstindig zum 
Verdunsten gebracht (zuletzt bei 30—40° unter vermindertem 
Druck) und der Rickstand mit 50 ccm absolutem Alkohol 
unter gelindem Erwirmen ausgezogen. Das Filtrat vom zuriick- 
bleibenden Ammoniumbromid wird zur Trockne verdampft; der 
Riickstand nochmals mit Alkohol in gleicher Weise ausgezogen, 
und diese Operation zum dritten Mal wiederholt. Die so erhaltene 
Substanz, ein Gemisch von freiem Amin und seinem Bromid, wird 
in 100 ccm Wasser gelist, mit etwa 14 g Silbercarbonat auf der 
Maschine geschiittelt, die Silbersalze werden abzentrifugiert, im 
Zentrifugat in Lésung gegangenes Silber mit Schwefelwasserstoff 
gefallt und die méglichst klar zentrifugierte Lésung unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne verdampft. Der schwach gelbe, 
sirupése Riickstand geht in 50 ccm heifem absoluten Alkohol zu- 
nachst in Liésung, dann krystallisieren nach kurzer Zeit 5,8 ¢g 
(76°/, der Th.) des Aminoglucosids in derben tafelf6rmigen Prismen 
aus. Schmelzp. 176—178° (korr.). Es ist in Wasser mit alkalischer 
Reaktion leicht léslich, maiBig léslich in Methanol, noch schwerer 
in Alkohol, in den iibrigen organischen Lésungsmitteln sehr schwer 


bis unléslich. 
3,831 mg Subst.: 7,951 mg CO,, 2,170 mg H,O. — 4,784 mg Subst. : 
0,230 cem N, (19°, 760 mm). 


C,.H,,O;N (255,14) Ber. C5644 H6,72 N 5,49 
Gef. ,, 56,60 ,, 6,84 ,, 5,62. 


Die Drehungsbestimmung im Wasser ergab: 
[a]? =— 2,60 x 1,8812/0,0729 x 1 x 1,0148 =— 66,2°. 
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Mit sehr wenig konzentrierter Salzsiure kann das salzsaure 
Salz in langen Nadeln krystallisiert erhalten werden. 


Tetracetyl-6-amino-phenol-(-d-glucosid. Durch etwa 16stiindiges 
Aufbewahren des freien Amino-glucosids in einem Gemisch von 
5 Teilen Pyridin mit ebensoviel Essigsiureanhydrid, Versetzen 
mit wenig Wasser, Eindampfen unter vermindertem Druck, Auf- 
nehmen des Sirups in Benzol, Waschen dieser Lésung mit Kalium- 
bisulfat, mit Wasser, Trocknen mit Chlorcalcium und Verdampfen 
des Lésungsmittels erhilt man das Tetracetat als Sirup. Durch 
Aufnehmen in 2—3 Teilen Methanol, Kliren der Lésung mit 
Carboraffin und vorsichtiges Versetzen mit etwa der doppelten 
Menge Wasser bis zur bleibenden Triibung krystallisiert die Sub- 
stanz in derben Nadeln. Schmelzpunkt, nach nochmaligem Um- 
krystallisieren, 129—130° (korr.). Die Substanz zeigt die Léslich- 
keit der Acetylzucker. Ausbeute tiber 70°/, d. Th. 


3,967 mg Subst.: 8,278 mg CO,, 2,025 mg H,O. — 4,500 mg Subst.: 
0,135 cem N, (18°, 765 mm). 
C,,H,;0,N (423.2) Ber. C 56,78 H5,95 N 3,31 
Gef. , 56,91 ,, 5,71 ,, 8,54. 


Die Drehung in Benzol ergab: 
[a]}9 =— 0,68 x 1,7998/0,0492 x 1 x 0,885 = — 28,1°, 
in Chloroform: 
[a]}® =— 0,41 x 2,2462/0,0340 x 1 x 1,477 =— 18,3°. 


N-Acetyl-6-amino-phenol-/-d-glucosid (IV). Kine Lésung von 1,7 g 
der Tetracetylverbindung in 60 ccm Aceton wird, mit 60,0 ccm 
n-Natronlauge versetzt, 16 Stunden bei Zimmertemperatur (18°) 
aufbewahrt. Nach Zugabe von 60,0 ccm n-Schwefelsiure wird 
unter vermindertem Druck eingedampft, der gut getrocknete Riick- 
stand 2mal mit hei8em absoluten Alkohol ausgezogen und die 
klare Lésung unter vermindertem Druck eingedampft. Die zuriick- 
bleibenden Krystalle werden aus wenig Wasser umkrystallisiert. 
Ausbeute 1 g (iiber 80°/, d. Th.). Schmelzp. 228—236? (korr.). Die 
Substanz ist in kaltem Wasser, Methanol und Alkohol nur mabig 
léslich, in den gebriuchlichen anderen organischen Lésungsmitteln 
schwer bis unlislich. Sie reduziert Fehlingsche Liésung erst 
nach der Hydrolyse. 

8,992 mg Subst.: 8,281 mg CO,, 2,230 mg H,O. — 4,968 mg Subst.: 


0,202 cem N, (21°, 764 mm). 
18* 
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C,,H,,O.N (297,16) Ber. C5654 H644 £N 4,71 
Gef. ,, 56,58 , 6,25 ,, 4,75. 
Die Drehung in Wasser ergab: 
(aja? = — 0,72 x 2,0014/0,0196 x 1 x 1,004 =— 73,3°% 


Spaltungen. 


Temperatur 30,0°; pq = 5,0 (m/10-Acetatpuffer); abgestoppt nach ¢ Minuten 
durch Zugabe von 20 ccm Kaliumcarbonatlisung (Gehalt 2,5 °/,). Verbrauch 
bei vollstindiger Spaltung 12,5 cem n/10-Jodlésung. 


Si8Bmandelemulsin: 


Fermentlésung I §-Glucosidasewert 1,2; g (in 50,0 ccm Bestimmungs- 
gemisch) = 0,1330 g 
























































- II » 9,5; g =0,1170¢g 
- Ill ss 1,2; g = 0,1249 g 
a IV ” 11,0; g = 0,1675 ¢g 
ecm n/10-Jod auf A 
1,0 ccm g 0 + 
Ferment- t ~~ wae oo 0 R 
. ‘Substrat ’ x 5 & | o S Ss | Spal- | Wertigkeit D 
lésung | in 20cem]} Minuten | £ 2) = sigs 
Nr Puffer B55 oa) 5 ™ — D 
; ae a+ | ms 
6-Amino-phenol-§-d-glucosid. he 
I 0,0400 2880 | 04 | — | 08 | 08] 383x107 16 
iat 0,0400 15360 | 26 | 01 | 0,4 | 16,8 | 1,5x 107+ in 
N-Acetyl-6-amino-phenol-f-d-glucosid. 
Ill 0,0464 5660 | 3,40! — | 0,8 | 248 | 5,8x 107 W 
IV 0,0464 700 | 5,00| — | 0,55] 35,6 | 54x10-> @§ fp, 
| di 
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Amylasen in ruhenden und keimenden Samen. | 
IV. Weizen. 
Von 


Toivo Stenstam, Carl Olof Bjérling und Erik Ohlsson. 
Mit 3 Figuren im Text. 


en 
ch 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund 
und der Chemischen Abteilung des Kgl. Pharmaceutischen Instituts zu Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1984.) 


In vorigen Mitteilungen haben Nordh und Ohlsson?) die | 
Amylasen der Gerste, Ohlsson und Uddenberg?’) die des | 
| Roggens und Ohlsson und Edfeldt*) die des Hafers untersucht. | 
, Die vorliegende Arbeit behandelt die Amylasen des Weizens. j 

Dabei sind genau dieselben Methoden angewandt worden wie in | 
jenen Arbeiten; wir weisen auf sie hin. Doch wollen wir hervor- | 
heben, daB die X- und Y-Werte sich auf unverdiinnte Enzym- | 


S lésungen beziehen, die Maltosewerte dagegen auf eine Liésung, die | 
’ im Verhiltnis 1:25 verdinnt ist. 

Die Tab. I und II und Fig. 1 zeigen den EinfluB der | 
‘ Wasserstoffionenkonzentration auf die Aktivitiit der Enzyme. In der | 


Tab. I sind zwei verschiedene Enzyme verwendet worden. In 








dieser Hinsicht stimmen die Enzyme des Weizens vollstandig 
mit denen der Gerste und des Hafers iiberein. 
gl. 
Tabelle I. 
Die Aktivitét der Saccharogenamylase bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. 
PH. ss - «(8,06 «63,29 «3,71 4,14 5,04 5,48 6,51 7,45 8,80 
Maltose, mg 22,5 36,6 47,2 50,1 48,8 45,9 38,9 34,5 15,1 
! “I. 45 73 94 100 97 92 78 69 30 
4). Po «(8,87 3,77 4,16 5,16 5,46 6,56 7,49 
1); Maltose, mg 34,4 44,9 48,1 46,8 45,4 39,6 31,7 
0/ . = se wo 7m @ st 6 


0 





1) Diese Z. 204, 89 (1932). 
2) Diese Z. 221, 165 (1933). 
®) Diese Z. 221, 174 (1933). 
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Tabelle II. 


Die Aktivitit der Dextrinogenamylase bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. 


PH :- 
— 


“fo X 


Die Verinderung der Enzyme wihrend des Keimens wird 
in der Tab. II gezeigt. Die Aktivitit der Saccharogenamylase 
ist schon in ungekeimtem Weizen sehr hoch, wihrend sie bei 
den iibrigen Getreidearten kleiner gefunden wird. In absteigender 
Reihe kommen Weizen, Gerste, Roggen und Hafer. Wiahrend des 
Keimens werden die Enzyme grundsitzlich in gleicher Weise 


4,20 


96 
15 





4,25 
192 


30 


47 100 100 





4,35 5,00 5,84 6,14 685 7,18 1,73 
296 635 685 495 817 159 96 
7% 50 2 15 





Fig. 1. 


bei allen untersuchten Getreidearten verindert. 


Tabelle III. 


Die Veriinderung der Amylasen wiihrend des Keimens. 





























Zeit ee Enzym-| Saccharogenamylase | Dextrinogenamylase 
Tage |Maltose) X Y |Maltose) X Y |Maltose) X Y 

0 46,4 0 190 43,3 0 190 0,5 0 0 

2 | 396 | o | 190 | 370 | 0 | 190 02 | 0 0 

3 42,2 0 380 39,9 0 190 0,3 0 0 

4 47,0 0 380 44,5 0 190 1,8 0 0 

5 49,2 6 380 43,3 0 190 1,6 3 12 

6 | 486 | 12 | 3880 | 412] 0 | 190 07 | 6 48 

7 49,7 48 380 40,4 0 190 1,9 12 100 

s | 55,0 | 148 | 885 | 401 | 0 | 190 19 | 48 | 380 

9 60,2 | 247 1460 45,0 24 400 4,3 74 442 
10 67,2 | 384 1770 47,0 48 760 5,6 | 148 885 
12 71,4 | 495 2920 51,6 48 | 760 7,2 | 192 885 
14 76,4 | 768 4450 49,9 45 | 760 11,7 | 384 1770 
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13 
16 
5 


el 





Bei der Untersuchung der Mutarotation der Hydrolyseprodukte ') 
(Tab. IV und V) hat es sich gezeigt, daB die Amylasen des Weizens 
mit den entsprechenden Amylasen der Gerste, des Roggens und 
des Hafers vollstindig iibereinstimmen, indem die Saccharogen- 
amylasen als #-Amylasen, die Dextrinogenamylasen als a-Amylasen 


charakterisiert werden. 


Tabelle IV. 


Mutarotation bei Hydrolyse mit Dextrinogenamylase. 


10 cem Phosphat, 0,12 sekundir. 
5 eem Dextrinogenamylaselésung. 





Amylasen in ruhenden und keimenden Samen. 


200 ecm elektrodialysierte Stirkelésung (3 °/,). 



































Zeit Drehung ohne Drehung nach 
: ‘ Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten | Natriumcarbonat | Natriumcarbonat 
6 +4,45 +4,38 —0,07 
13 +4,44 +4,34 —0,10 
20 +4,41 +4,31 —0,10 
30 +4,38 +4,12 — 0,26 
47 +4,27 +4,12 —0,15 
63 + 4,22 + 4,06 —0,16 
90 +4,11 +4,038 — 0,08 
190 +4,00 +3,95 —0,05 
205 +3,93 +3,93 +0,00 
Tabelle V. 
Mutarotation bei Hydrolyse mit Saccharogenamylase. 
200 cem elektrodialysierte Stirkelésung (3 °/,). 
20 ccm Phosphat, 0,12 sekundir. 
20 eem Saccharogenamylaselésung. 
Zeit Drehung ohne Drehung nach 
j : Zusatz von Zusatz von Mutarotation 
in Minuten | Natriumecarbonat | Natriumcarbonat 
5 +231 +2,60 +0,29 
10 +2,22 + 2,49 +0,27 
20 +225 +2,48 +0,23 
30 + 2,30 +2,48 +0,18 
45 +2,34 +2,47 +0,13 
60 + 2,36 +246 +0,10 
92 +2,43 +2,46 +0,08 
140 +2,44 +2,45 +0,01 
210 +2,44 +2,44 +0,00 


Beim Weizen haben wir eingehender als bei den vorher 
behandelten Getreidearten das Zusammenwirken der Enzyme unter- 
sucht. Drei verschiedene Versuche sind dabei ausgefiihrt worden. 


1) Vgl. Ohlsson, Diese Z. 189, 57 (1930). 
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1. In dem ersten Versuche sind folgende drei Serien von 
Emzymlésungen verwendet. 

a) Kine Saccharogenamylaselésung in einer Verdiinnung von 
1: 100. 

b) Dextrinogenamylaselésungen in Verdiinnungen, die von 
1:50 bis 10:50 variiert werden. 

c) Enzymlésungen mit konstantem Gehalt von Saccharogen- 
amylase = 1:100 und einem Gehalt von Dextrinogenamylase, 
der in derselben Weise wie in b) von 1:50 bis 10:50 variiert wurde. 


Tabelle VI. 


Zusammenwirken der Enzyme des Weizens. 




































































: Saccharogenamylase + 
Saccharogenamylase Dextrinogenamylase Dextrinogenamylase 
Ver- mg Ver- mg Maltose mg} Maltose mg 
diinnung Maltose diinnung | Maltose gefunden | berechnet 
1: 100 19,8 1:50 10,1 32,1 29,9 
1: 100 19,8 2:50 17,6 41,3 37,4 
1: 100 19,8 5:50 35,9 53,0 55,7 
1: 100 19,8 10:50 | 40,8 57,2 60,5 
1: 200 9,1 1:25 | 19,2 31,1 | 28,8 
2: 200 18,0 1:25 | 19,2 39,8 37,2 
4: 200 32,2 1:25 | 19,2 63,0 51,4 
8 : 200 48,1 1:25 | 19,2 76,9 67,8 
16 : 200 56,4 1:25 | 19,2 78,4 15,6 
me 
_D+S ber. 
40 ¢ * aa —D 
‘20 S 
5  £«£10cem.D 


Fig. 2. 


Versuchsdauer 30 Minuten. Die obere Hialfte der Tab. VI 
zeigt das Ergebnis. Dort ist in der letzten Spalte die Summe 
der Maltosemengen von den zweiten und vierten Spalten an- 
gegeben, d. h, die Summe der Maltosemengen, welche die beiden 
Enzyme, jedes fir sich, unter entsprechenden Versuchsbedingungen 
bilden. Dieser Versuch ist in der Fig. 2 graphisch gezeigt. 
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Die Linie S stellt die Maltosemenge dar, die beim Einwirken 
von der Saccharogenamylase allein gebildet wird. Da die Kon- 
zentration der Saccharogenamylase durch den ganzen Versuch 
konstant ist, wird die Linie der Abszisse parallel laufen. 

Die Kurve D stellt auf entsprechende Weise die Wirkung 
der Dextrinogenamylase dar. Mit steigender Enzymmenge steigt 
die Bildung von Maltose im Anfang proportional mit der Enzym- 
konzentration, dann immer langsamer und erreicht schlieBlich 
asymptotisch einen Grenzwert. Es ist natiirlich, daB dies der 
Fall ist, denn nur eine begrenzte Menge Stiirke steht dem Enzym 
zur Verfiigung. Der Vorgang geht indessen nicht so weit, daB 
alle Starke verbraucht wird, sondern bleibt in einem friiheren 
Stadium stehen, wo das Reduktionsvermiégen einer Bildung yon 
Maltose von ungefihr 35°/, entspricht. 

Die Kurve ,D +S ber.“ ist eine graphische Addition von 
den zwei vorigen Kurven, d. h. stellt die Summe der Aktivititen 
der beiden Enzyme dar, wenn sie jedes fiir sich wirken. 

Die Kurve ,D-+S gef.“ gibt die Maltosewerte wieder, die 
experimentell gefunden sind, wenn die Enzyme gleichzeitig auf 
Starke wirken. Bei héheren Maltosewerten liegen die gefundenen 
Werte unter den berechneten, was dadurch erklart wird, daB die 
Zuckerbildung nicht der Enzymmenge proportional ist. Das 
schlieBt also nicht aus, daB ein Zusammenwirken der Enzyme 
stattfindet. DaB ein solches in der Tat besteht, wird von den 
Versuchen bei den kleineren Maltosewerten gezeigt, wo die ge- 
fundenen Werte iiber den berechneten liegen. Da indessen die 
Maltosewerte nicht den Enzymmengen proportional sind, diirfte 
wahrscheinlich den héheren Maltosewerten in der Tat eine gréBere 
Zunahme der Aktivitét des Enzyms entsprechen, als die Kurven 

zu zeigen scheinen. Die gefundene Zunahme scheint freilich kaum 
gréBer als die Versuchsfehler zu sein, aber ohne ein Zusammen- 
wirken wiirden die gefundenen Werte kleiner als die berechneten 
sein, und das Zusammenwirken kann daher als sicher bewiesen 
angesehen werden. 

2. In dem zweiten Versuche sind folgende drei Serien von 
Enzymlésungen verwendet worden: 

a) Eine Dextrinogenamylaselésung in einer Verdiinnung von 
1: 25. ; 

b) Saccharogenamylaselésungen in Verdiinnungen, die von 
1:200—16:200 variiert werden. 





owas wide ee 

















970 Toivo Stenstam, Carl Olof Bjérling und Erik Ohlsson, 


c) Enzymlésungen mit konstantem Gehalt von Dextrinogen- 
amylase = 1:25 und einem Gehalt von Saccharogenamylase, der 
in derselben Weise wie in b) von 1:200—16:200 variiert wird. 

Versuchsdauer 30 Minuten. Das Resultat ist in der unteren 
Halfte der Tab. VI und in der Fig. 3 wiedergegeben. Die Zu- 
nahme ist hier viel gréBer und iibersteigt erheblich die Versuchs- 
fehler. Bei héheren Zuckerwerten ist die Grenze noch nicht er- 
reicht worden, wo die gefundenen Werte kleiner als die berech- 
neten sind, aber die Kurven nihern sich einander. 


msg) 
80} D+S gef. 
owe ooo oe 77 DS ber. 










of 


60, ge — 








D 








10 ~—<“—C HE CMV 
Fig. 3. 


3. In dem dritten Versuche sind folgende drei Enzymlésungen 
verwendet worden: 

a) Eine Saccharogenamylaselésung in der Verdiinnung 2:100. 

b) Eine Dextrinogenamylaselésung in der Verdiinnung 4:100. 

c) Eine Enzymlésung, die 2 ccm Saccharogenamylase und 
4 ccm Dextrinogenamylase in 100 ccm enthilt. 

Mit diesen Enzymlésungen, Stirkelésung und Phosphatpuffer- 
gemisch wird die Aktivitét bestimmt, indem zu verschiedenen 
Zeiten aus der Mischung Proben entnommen und diese auf Mal- 
tose in gewodhnlicher Weise titriert werden. Das Ergebnis wird 
in der Tab. VII wiedergegeben. Auch hier sind die gefundenen 
Werte anfinglich gréBer als die berechneten, wihrend das Um- 
gekehrte bei lingerer Einwirkung der Fall ist. Damit ein Zu- 
sammenwirken beobachtet werden kann, muB also die Menge der 
gebildeten Maltose relativ klein sein. Bei héheren Maltosemengen 
wird das Zusammenwirken dadurch verdeckt, daB die Starke in 
zu groBem Umfang verbraucht wird. 

Zum Vergleich haben wir auch die Enzyme der Gerste in dieser Be- 
ziehung wieder untersucht(Tab. VII). Auch hier kann ein Zusammen- 
wirken von derselben Art wie in der Tab. VI wahrgenommen werden. 
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i- Tabelle VIL. : 
or Zusammenwirken der Enzyme des Weizens. 
d. rie >. 
in Saccharogen- | Dextrinogen- Saccharogenamylase + 
| Zeit amylase amylase Dextrinogenamylase 
A- 
in Minuten 

” mg Maltose | mg Maltose re G:|| Panter me 
. gefunden berechnet 
= 10 14,2 7,0 23,5 21,2 
20 27,8 14,7 45,4 42,5 

30 39,1 20,8 62,0 59,4 

45 51,2 27,8 76,2 78,5 

60 59,6 30,9 78,8 90,5 

90 64,9 37,1 80,4 102,0 | 

150 67,0 41,6 86,6 114,0 | 














Tabelle VIII. 


Zusammenwirken der Enzyme der Gerste. 












































Saccharogenamylase Dextrinogenamylase "oe caets ma. osenleg 
Ver- mg Ver- mg Maltose mg} Maltose mg 
diinnung Maltose diinnung | Maltose | gefunden | berechnet 

3: 500 22.7 1:40 5,5 29,1 28,3 
n 3: 500 22.7 2:40 10,3 34,4 33,0 

3: 500 22,7 4:40 19,9 41,5 42,6 

3: 500 22.7 8:40 30,7 54,6 53,4 
), 8: 500 22,1 16:40 41,3 58,6 64,0 

? 
). 1: 200 18,2 1:10 22,8 40,7 41,0 
d 2 : 200 30,5 1:10 22.8 58,5 53,3 
b] 

4: 200 47,2 1:10 | 228 12,6 70,0 

8: 200 55,6 1:0 22,8 79,0 18,4 
a 16 : 200 61,7 1:10 22,8 78,6 83,9 
D 
- DaB Ohlsson?) und Ohlsson und Uddenberg?) ein solches | 
d Zusammenwirken nicht haben nachweisen kénnen, beruht offenbar 
m Aarauf, daB es nur bei gewissen geeigneten Enzymkonzentrationen 
i. und Reaktionszeiten entdeckt werden kann. 
“ Das Zusammenwirken kann man sich so zustandekommend 
denken, daB die Dextrinogenamylase die Stiirke zu Dextrinen 

spaltet, welche fiir die Saccharogenamylase besser angreifbar 

D paltet, w accharogenamy er 
n sind als die Starke’), Es ist natiirlich auch denkbar, daB das | 


Ergebnis auf der Gegenwart von Aktivatoren beruht, aber diese 
Erklirung erscheint uns weniger wahrscheinlich. 


\- 1) Diese Z. 189, 53 (1930). 2) Diese Z. 221, 165 (1933). 
8) Vgl. Ohlsson, Diese Z. 189, 55 (1930). 
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Die Spaltung von Kresolglykosiden 
und die Einheitlichkeit yon Glykosidasen verschiedener Herkunft. 
Von 
B. Helferich und H. Scheiber. 





(Aus dem Laboratorium fiir Chemie der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1934.) 


Die Geschwindigkeit der fermentativen Spaltung: von Glyko- 
siden wird durch die Natur des Aglykons stark beeinfluBt. Gesetz- 
maiBigkeiten fiir diese Beeinflussung sind noch nicht erkannt. Man 
mu8 daher gelegentlich mit Uberraschungen rechnen. Eine solche 
bringt diese Arbeit. 

Zu anderweitigen Versuchen wurden als Zwischenprodukte 
die #-d-Glucoside, dann die Galaktoside des o-Kresols und des 
p-Kresols hergestellt. Die quantitative Spaltung durch SiiBmandel- 
emulsin ergab das unerwartete Resultat, daB o-Kresol-6-d-glucosid 
und o-Kresol-@-d-galaktosid sehr rasch gespalten werden, wihrend 
die Spaltung der Verbindungen des p-Kresols erwartungsgemiB 
von der gleichen GréBenordnung wie die entsprechenden Ver- 
bindungen des Phenols sind. Die folgende Tab. I, die zum Ver- 
gleich noch die Spaltung von Salicin und von dem zu diesem 
Zweck ‘erstmalig hergestellten 0,0’-Xylenol-glucosid enthilt, soll 
im folgenden ausgewertet werden. 

Aus Spalte2 und 3 geht zunichst hervor, daB das o-Kresol- 
glucosid (5) sehr schnell, noch wesentlich schneller als das Salicin (4) 
gespalten wird; die gleiche Steigerung der Spaltungsgeschwindig- 
keit findet sich bei dem entsprechenden #-d-Galaktosid (8). Diese 
Steigerung geht ganz parallel mit den Glucosiden. Die Parallelitat 
bleibt erhalten, wenn man zu wesentlich wirksameren Ferment- 
praparaten — Spalte 4 und 5 — iibergeht. Auch durch diese Er- 
gebnisse wird es also nicht notwendig, in dem Fermentpraparat 
aus SiiBmandeln fiir 8-d-Glucoside und #-d-Galaktoside ver- 
schiedene Fermente anzunehmen. 

Da die Spaltung der p-Kresolverbindungen (2 und 6) und des 
0,0’-Xylenol-8-d-glucosids (1) in der GréBenordnung der Phenol- 
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Tabelle L. 
1 [eee ee ee ee 
> ' or Ew ' to 
: SelZalSeleesl(seol 22]. s 
om ort om a —_ or 2 
: ee eel es Se ed ee 
5 Substrat BS |e 6S SESitgasieas |@ & 
Z, SH ISS SR TES REISS EE BE Tee 
PSE iesl-sale ler | 2 
~~” — io 2) 
8-d-Glucosid von 
1 | 0,0-Xylenol. . . .|0,095] 1 — -— 0,0082 
zu 
2 |p-Kresol ..... 0,12 | 1,3] — — 0,0021 
zu 
0. ae 0,33 | 35) — 0,0027} 3,5 |0,0022 
zu zu 
4 |Saligenin. .... 1,86 |20 |13,3 | 1: 7,2 [0,013 18 0,0011 
zu zu 
5 | o-Kresol 4,29 |45 |31,7 |1:7,6]0,020 | 26 |0,0018 
6-d-Galaktosid 
von 
6 |p-Kresol ..... 0,020] 1,3] — 0,14 0,0068 
= fast 
2. ea 0,049] 3,2] 0,40] 1:8,2 | 0,166 - . 10,0064 
zu gleich 
8 | o-Kresol 0,69 | 45 5,1 | 1: 7,4 40,13 0,0059 


verbindungen (3 und 7) liegt (Spalte 2 und 3), so muS die eine 
orthostindige Methylgruppe fiir die rasche Spaltung verantwortlich 
gemacht werden. Erinnert sei daran, dab auch die Methylgruppe 
im Zucker selbst, wie sie in den Isorhamnosiden als 6-Kohlenstoff 
vorliegt?), eine raschere Spaltung als bei den Glucosiden bewirkt. 


Spalte 8 gibt einen Vergleich der Spaltung aller Substrate 


durch Siure, also einen unspezifischen Katalysator (unter gleichen 
Bedingungen der Konzentration und Temperatur). Es zeigt sich 
keine Ubereinstimmung mit der fermentativen Spaltung. 
besondere mu8 der Hinfluf der einen orthostandigen Methylgruppe 
des o-Kresols ein besonderes Kennzeichen der Fermentspaltung 
sein, muB also mit der Spezifitat des spaltenden Ferments im 
Si8®mandelemulsin in engem Zusammenhang stehen. 


Ins- 


Es haben in der letzten Zeit eine Reihe von Arbeiten ge- 


zeigt) 4), daB in Fermentpriparaten anderer Herkunft das Ver- 
hiltnis zwischen #-d-Glucosidase und f-d-Galaktosidase sehr ver- 
schieden von dem im SiiBmandelemulsin sein kann. Diese Befunde 
lassen sich dahin auswerten, daf fiir 6-d-Glucoside und f-d-Galakto- 
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side zwei verschiedene Fermente in den Praparaten in wechselnden 
Mengen gemischt vorliegen. Unabhingig davon kann aber auch die 
Frage aufgeworfen werden, ob die £-d-galaktosidatische Wirkung ver- 
schiedener Fermentpraparate dem gleichen Ferment zuzuschreiben 
ist. So war schon in einer friiheren Arbeit beim Vergleich von 
Sii8mandelemulsin und Luzerneemulsin*) geschlossen worden, dab 
die §-d-Galaktosidasen der beiden Priparate verschiedener Herkunft 
yals verschieden anzusehen seien“. 

Es schien daher wertvoll, das Luzerneemulsin ebenfalls gegen 
o-Kresol--d-glucosid und -galaktosid im Vergleich mit den 
Phenolverbindungen (und mit Salicin) zu priifen. Aus Spalte 7 
geht hervor, daB in der Reihe der Glucoside ebenfalls eine 
Steigerung in der gleichen Richtung wie beim Mandelemulsin 
erfolgt; daB diese Steigerung beim o-Kresol-glucosid nicht den 
gleichen Grad erreicht, kann an der erheblich gréBeren Fehler- 
grenze der Luzernebestimmungen liegen. (Die 8-d-glucosidatische 
Wirkung der Luzerne ist itiberhaupt sehr gering.) Dagegen ist 
sehr auffallend, daB die 3 Galaktoside alle fast gleichmaBig langsam 
gespalten werden. Eine Steigerung der Spaltgeschwindig- 
keit des o-Kresol-f8-d-galaktosids durch Luzerneemulsin 
ist nicht vorhanden! 

Aus der folgenden kleinen Ubersicht der Wertigkeiten geht 
hervor, daB sich Si8&mandelemulsin und Luzerneemulsin auch bei 
den Kresol-glucosiden und Galaktosiden durch die Lage des 
p,-Optimums unterscheiden.*) 








Pr (Citrat- und Acetatpuffer).......... . 13,0 14,0 [5,0 15,9 
o-Kresol-$-d-glucosid, SiBmandelemulsin. .... . 1,6 13,4 [4,3 | 3,6 
o-Kresol--d-galaktosid, SiiBmandelemulsin. ... . 0,49 | 0,70 | 0,63 
- Luzerneemulsin ...... 0,19 | 0,28 | 0,15 
p-Kresol-§-d-galaktosid, Oa S Sag a an 0,24 | 0,25] 0,11 














Das Optimum liegt wie bei den anderen Substraten fiir SiB- 
mandelemulsin bei 5,0, wihrend es fiir Luzerneemulsin erheblich 
ins saure Gebiet verschoben ist. Erwihnt sei noch, daf in allen 
Fallen die Verwendung von Phosphatpufferung eine erhebliche Er- 
héhung der Spaltgeschwindigkeit bedeutet. Die einzelnen Werte 
dieser Untersuchung werden an anderer Stelle veréffentlicht. 

Es sind schon mehr Fille bekannt, wo zwei Substrate durch 
zwei verschiedene Fermentpriparate sehr verschieden schnell ge- 
spalten werden. Eins der auffallendsten Beispiele ist von Weiden- 
hagen angegeben®): Durch Mandelemulsin wird Cellobiose langsamer 
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gespalten als Salicin. Bei Fermentpraparaten aus Gerstenmalz 
kehrt sich dies Verhaltnis um. Man kann dies, wenn man will, 
auf den Einfiu8 der ,,Begleitstoffe‘ zuriickfiihren, die in den ver- 
schiedenen Fermentpriparaten verschieden sind. Aber diese 
»Hrklirung“ hat ihre schweren Bedenken, wenn sie experimentell 
nicht bewiesen — vielleicht mit den bisher angewandten Methoden 
gar nicht beweisbar ist. Raumt man auferdem den ,,Begleit- 
stoffen* einen groBen EinfluB auf die Spaltgeschwindigkeit (oder 
auf eine fiir die Spaltung notwendige Vorstufe wie die Ferment- 
substratverbindung und ihre Affinitat) ein, so entkleidet man im 
gleichen MaB das Ferment eines Teils seiner Spezifitat. Wo die 
Grenze zu ziehen ist, wird zunichst stets etwas willkirlich bleiben. 
Aber die Gefahr besteht, daB bei diesem gedanklichen Vorgehen 
die ganze Spezifitit, d.h. der fiir die Fermente besonders 
charakteristische Teil ihrer Wirkung, schlieBlich an den ,,Begleit- 
stoffen“ hangen bleibt, dem ,,eigentlichen Ferment“ nur die Rolle 
des unspezifischen Katalysators itbrig gelassen wird. Es wird 
gewiB ein groBer Fortschritt sein, wenn eine unspezifisch, aber 
doch katalytisch wirksame Gruppe (oder ein Molekiil) eines glyko- 
sidatisch wirksamen Priparates erkannt wird. Aber das eigentliche 
Problem der Fermente liegt in ihrer absoluten und relativen 
Spezifitit. Seine Aufklirung miiBte dann das Studium der 
»Begleitstoffe* erst bringen. 

Um von diesen allgemeinen Erérterungen auf den speziellen 
Fall dieser Arbeit zuriickzukommen: Definiert man als Ferment 
die Substanz (oder das Substanzgemisch), das fiir die Spaltung 
eines Substrates, des o-Kresol-f-d-galaktosids qualitativ und 
quantitativ verantwortlich ist, so sind die 8-d-Galaktosidasen der 
SiBmandeln und der Luzerne verschieden. Selbst wenn man aber 
einen Teil der quantitativen Seite der Spaltung (einen Teil der 
relativen Spezifitit) mit dem Einflu8 der ,,Begleitstoffe* erkliren 
will, so sind doch die Verschiedenheiten in diesem Falle so groB, 
daB es zur Zeit als bessere Annahme erscheint, verschiedene 
$-d-Galaktosidasen in Sii8mandeln und in Luzerne anzunehmen. 
Dieser — vielleicht schmerzliche — Verzicht auf EKinheitlichkeit 
aller £-d-Galaktosidasen wird wohl auch in anderen Fallen (vgl. 
oben)5) fiir andere Glykosidasen das Bessere sein, solange das 
Gegenteil nicht bewiesen ist. 

Bei der vorliegenden Arbeit hat uns Herr Kurt Hill durch 
Uberlassung von Luzerneemulsin und durch Ausfiihrung einiger 
Messungen mit diesem Priparat in dankenswerter Weise unter- 
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stiitzt, ebenso Herr Richard Gootz durch die Nachpriifung der 
wichtigsten Resultate. Wir haben weiter zu danken der Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft und besonders 
der Rockefeller Foundation fiir erhebliche materielle Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. 
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Zr = C,H,,0, = Rest der 6,d-Glucose bzw. der §,d-Galaktose. 


Versuche. 


Substrate. Die Derivate des o- und p-Kresols wurden alle 
nach der gleichen Methode hergestellt: 

o-Kresol-@-d-glucosid (5)*). 6g Tetracetyl-o-kresol- 
f-d-glucosid’) werden durch etwa 10 Minuten langes Kochen in 
20—30 ccm absolutem Methanol mit 1—2 ccm etwa n/10-Natrium- 
methylatlisung verseift*). Der Riickstand nach Verdampfen des 
Methanols wird mehrfach mit Tierkohle aus wenig Wasser (7—10 ccm) 
umkrystallisiert. Ausbeute 2,0 g (d. i. tiber 50°/, d. Th.). Schmelz- 
punkt 163—164,5° (korr.). 

Drehung (Wasser): 

[a]4® =— 1,18 x 2,9283/0,050 x 1 x 1,005 =— 68,7°. 
4,197 mg Subst.: 8,909 mg CO,, 2,476 mg H,O. 
C,3H,.0, (270,14) Ber. C 57,75 H 6,72 Gef. C 57,89 H 6,60. 
p-Kresol-@-d-glucosid®”). 


Auebemte . wt 2,55 g (68°/, d. Th.). 
Schmelzp........ 178—179,5° (korr.). 


Drehung (Wasser): 
[a]2° = — 1,67° x 2,1157/0,0518 x 1 x 1,007 = —67,7°. 
3,833 mg Subst.: 8,078 mg CO,, 2,283 mg H,O. 
C,sH,,0, (270,14) Ber. C 57,75 H 6,72 Gef. C 57,48 H 6,67. 
o-Kresol-#-d-galaktosid’. 


ek se we. 2,40 g (65°/, d. Th.). 
ll PES ee 193—195,5° (korr.). 
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der ! Drehung (Wasser): 
ot- [a]2° = — 0,76° x 2,8629/0,05° x 1 x 1,0050 = — 43,3°. 
om 4,051 mg Subst.: 8,556 mg CO, 2,345 mg H,0. | 
CisH,.0, (270,14) Ber. C 57,75 H 6,72 Gef. C 57,60 H 6,48. | 
p-Kresol-f-d-galaktosid’). | 
ee 2,44 ¢ (66°/, d. Th.). 
a 158—161° (korr.), ab 154° Sintern. | 
Drehung (Wasser): 
[a]29 = — 0,67° x 3,1567/0,05° x 1 x 1,004 = — 421° 
4,168 mg Subst.: 8,861 mg CO,, 2,470 mg H,0. | 
C,5H,,0, (270,14) Ber. C 57,75 H6,72 Gef. C 57,98 H 6,63. | 
Tetracetyl-o,o’-Xylenol-f-d-glucosid. Das 0,0’-Xylenol 
wurde nach Bamberger’) hergestellt. Wesentlich zur Gewinnung 
eines farblosen Produktes ist das schnelle Verkochen der Diazo- 
lésung und die Verwendung von niedrigsiedendem Petrolither | 
an der angegebenen Stelle. 
20 g f-Pentacetylglucose (1 Mol) und 12,5 g vic. m-Xylenol | 
lle (0,0’-Xylenol) (2 Mol) werden bei 100° geschmolzen, 0,26 g p- i 
Toluolsulfosiure ('/,, Mol) hinzugegeben und die Schmelze unter 
ol- stetem Riihren 3 Stunden bei 100° erhitzt. Der Sirup wird in | 
- 250 ccm Benzol gelést und mit 2 n-NaOH ausgewaschen, bis keine | 
al farbige Substanz mehr von ihr aufgenommen wird. Die nur noch 
les leicht briunliche Benzollésung wird mit destilliertem Wasser nach- 
ma) gewaschen, mit Chlorcalcium getrocknet, mit Kohle geklart und 
Iz- | die fast farblose Lésung unter vermehrtem Druck eingedampft, 


der Sirup noch 2mal in etwa 150 ccm Athanol gelést und unter 
vermehrtem Druck wieder eingeengt, der Fehlingsche Lésung 
reduzierende Riickstand in 30 ccm absolutem Athanol heiB gelést 
und filtriert. Nach kurzer Zeit krystallisieren lange Nadeln. Die 
Substanz wird bis zur Konstanz des Schmelzpunktes aus absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. 
Bupieate......... 3,75 g (16,2°/, d. Th.). 
Schmelzpunkt ..... 140—142° (korr.). 
Drehung (Chloroform): 
[a]2° = — 0,34° x 3,1601 / 0,0655 x 1 x 1,4679 = — 11,18°. 
4,124 mg Subst.: 8,835 mg CO,, 2,310 mg H,0. 
C,,H,.0,. (452,22) Ber. C 58,38 H 624 Gef. C 58,43 H 6,27. 
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0,0'-Xylenol-f-d-glucosid. 3 g Tetracetyl-o-o’-Xylenol- 
f-d-glucosid werden wie die Acetyl-o-kresolverbindungen (vgl. oben) 
verseift. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVI. 19 
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Tabelle II. 
Spaltungen mit Rohferment"). 
: Anfangs- | Zeit Drehung| ° Wertig- 
5 Subst 0 ' 
A _— dreh. (°) r nach ¢’ (°)| Spalt.| keit & 
1 | 0,0’-Xylenol-glucosid . | —0,22 40 — 0,03 26,8 0,095 
65 +0,05 38,0 0,090 
123 +0,25 | 66,2 | 0,10 
2 | p-Kresol-glucosid. . .| —0,96 27 — 0,64 22,1 0,11 
Al —0,47 | 33,8 | 0,12 
3 | Phenol-glucosid. . — 1,00 10 — 0,67 22,2 0,31 
40 +0,01 | 67,8 | 0,34 
4 | Salicin. . — 0,90 2.1 —0,45 | 32,4 1,86 
5 | o-Kresol-glucosid . . — 0,97 1 — 0,54 29,4 4,26 
1!/,| —0,37 | 41,1 | 4,32 
6 | p-Kresol-galaktosid . — 0,53 90 — 0,35 14,1 0,020 
120 —0,28 | 19,5 | 0,021 
7 | Phenol-galaktosid - . . | —0,57 60 — 0,28 22,0 0,049 
90 —0,16 | 31,1 | 0,049 
8 | o-Kresol-galaktosid . . | —0,56 5 —0,23 25,2 0,69 
8 —0,08 | 36,6 0,68 
Tabelle IL. 
Spaltungen mit hochwertigem Emulsin™). 
4 | Salicin. —0,90 4 —0,69 | 15,1 | 13,44 
7 —0,56 | 24,4 | 13,12 
5 | o-Kresol-glucosid . —0,9T 3 — 0,60 25,3 | 31,93 
4 —0,48 | 33,6 | 33,62 
Phenol-galaktosid . . — 0,57 44 — 0,50 5,3 0,40 
o-Kresol-galaktosid . . | —0,56 16 — 0,25 23,6 5,52 
24 —0,i8 | 29,0 |] 4,68 
Tabelle IV. 
Spaltungen mit Luzerneemulsin*). 
3 | 6-Phenol-glucosid. . —0,95 | 2940 —0,71 16,7 0,0027 
4 | Salicin. 0,90 | 2790 —0,18 | 51,8 | 0,013 
5 | o-Kresol-glucosid. . . | —0,97 1385 — 0,33 43,8 0,020 
6 | p-Kresol-galaktosid . . | —-0,55 85 — 0,23 24,8 0,144 
7 | Phenol-galaktosid . . — 0,55 60 — 0,28 20,8 0,167 
85 —0,19 27,7 0,165 
8 | o-Kresol-galaktosid . . | —0,56 43 —0,42 10,7 0,13 
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Uber Emulsin. XV. 


pO Per ere 1,4 ¢ (14,5°/, d. Th.). 
Schmelzpunkt ...... 209—211° (korr.). 
Drehung (Wasser): 
[a]29 = — 0,159 x 1,7865/0,0174 x 1 x 1,002 = — 15,4°. 


3,570 mg Subst.: 7,779 mg CO,, 2,262 mg H,0. 


C,,H_,0, (284,16) Ber. C 59,12 H 7,09 Gef. C 59,43 H 7,09. 


Fermente. Sii®8mandelemulsin ,,Rohferment“!) (-Gluco- 
sidasewert 1,25. Ldésung a (Tab. II. Nr. 2, 4, 6, 7, 8): 0,1210 g in 
50,0 ccm Bestimmungsgemisch. Eigendrehung des Ferments = 
—0,12°. Lésung b (Tab. I, Nr. 1, 3, 5): 0,1180 g in 50,0 ccm 
Bestimmungsgemisch. EHigendrehung = — 0,10°. 

SiBmandelemulsin ,,Hochwertiges Ferment!) #-Gluco- 
sidasewert 9,0. Loésung (Tab. III, Nr. 4, 5, 7, 8): 0,00439 g in 
50,0 com Bestimmungsgemisch. Higendrehung = 0,00°. 

Luzerneemulsin‘). Lésung a (Tab. IV, Nr. 3, 6, 7): 0,0337 g 
in 50,0 ccm Bestimmungsgemisch. EHigendrehung = + 0,02°. 


Tabelle V. 
Siurespaltungen. 
40,0 mg Phenolglucosid bzw. die iquivalente Menge der anderen Glykoside 
wurden in 3,0 cem n-HCl im verschlossenen Reagenzglas im siedenden 
Chloroform erhitzt. Drehungsbestimmungen, Enddrehungen (bei vollstindiger 
Spaltung) wie bei den Fermentspaltungen. 

















i Anfangs-| Zeit | Drehung}] ° ar 

> Substrat . C 

4 arate dreh. ()| ¢ |nach?’(|Spalt.| ” ¢”) 

1 | 0,0’-Xylenol-glucosid . | —0,22 45 4-0,00 31,0 | 0,0083 

15 +0,10 | 45,1 | 0,0080 

2 | p-Kresol-glucosid. . . | —0,95 100 — 0,67 19,4 | 0,0022 
200 —0,50 | 31,2 | 0,0019 

3 | Phenol-glucosid. . . . | —0,98 100 — 0,68 20,4 | 0,0023 
200 —0,49 | 33,3 | 0,0020 

0 ee eee ee — 0,94 100 — 0,79 10,5 0,0011 

| 250 | —0,60 | 23,8 | 0,0011 

5 | o-Kresol-glucosid. . . | —0,97 100 —0,71 17,8 | 0,0020 
200 | —0,57 | 27,4 | 0,0016 

6 | p-Kresol-galaktosid . . | —0,56 50 —0,19 28,2 | 0,0066 
100 | +-0,10 | 50,4 | 0,0070 

7 | Phenol-galaktosid. . . | —0,53 70 — 0,09 34,4 | 0,0060 
100 | +0,10 | 49,2 | 0,0068 

8 | o-Kresol-galaktosid . . | —0,54 50 — 0,22 24,8 | 0,0057 
10 +-0,05 | 45,7 | 0,0061 
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Lésung b (Tab, IV, Nr. 4, 5, 8): 0,0297 g in 50,0 com Bestimmungs- 
gemisch. HKigendrehung = 0,00°. 


Spaltungen. 40,0 mg Phenolglucosid, bzw. eine Aquivalente 
Menge der anderen Glykoside (es waren alles #-d-Verbindungen) 
werden in 2,0 ccm Acetatpuffer (p, 5,0, etwa m/10) gelést, mit 
1,0ccm Fermentlésung versetzt, ¢ Minuten lang bei 30,0° aufbewahrt 
und abgestoppt durch Zugabe von 0,15 g festem Kaliumcarbonat. 
Der Spaltungsgrad wurde polarimetrisch gemessen (1 dm-Rohr), 
die EKigendrehung des Ferments ist in den Zahlen der Tabellen 
schon beriicksichtigt. Enddrehung (bei vollstaindiger Spaltung): 
fir Glucoside + 0,49°, fiir Galaktoside + 0,75°. Die Wertigkeit 
ist in der frither!) vorgeschlagenen Weise berechnet. 
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